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Pulmonary hypertension (PH) is a progressive disease of poor prognosis 
defined by an increased mean pulmonary artery pressure (mPAP) over 
25 mmHg at rest. Additionally, the sustained elevation of the PAP leads 
to right ventricle hypertrophy. In its most aggressive forms like 
pulmonary arterial hypertension (PAH) it leads to heart failure and 
death in approximately 70% of patients 5 years after diagnosis 
(Laurenço et al., 2011). PAH is characterized by an increased 
pulmonary vascular resistance as a consequence of vasoconstriction of 
pulmonary arteries (PA), vascular smooth muscle cell and endothelial 
cell proliferation leading to PA remodelling and/or thrombosis in situ. 
Furthermore, PAH has a complex physiopathology unlikely to be 
explained by a single factor or gene mutation (Rabinovitch, 2008). Thus 
several factors tightly related to PAH in patients and animal models 
have been described such as mutations or down-regulation of bone 
morphogenetic protein receptor 2 (BMPR2), PA endothelial dysfunction, 
lung inflammation, reduced KV current density in PA smooth muscle 
cells (PASMC) associated to mutations or down-regulation of KV
 
1.5 
channels, as well as an imbalance between circulating vasoconstrictor 
and vasodilator agents (Humbert et al., 2004; Mandegar et al., 2004; 
Chan and Loscalzo, 2008; Morrell et al., 2009; Simonneau et al., 2009; 
Remillard et al., 2007). 
Despite the fact that diabetes is strongly associated with systemic 
cardiovascular diseases the relationship with pulmonary vascular 
disease has been almost disregarded. Additionally, insulin resistance 
and obesity are strongly associated with cardiovascular morbidity. 
Abstract
23
Recent epidemiological studies suggest a link between diabetes and 
different forms of PH including PAH. Thus diabetic patients have a 
hypercoagulable state with a higher prevalence of pulmonary 
thromboembolism and PAH independently of coronary disease, heart 
failure, smoking or hypertension (Movahed et al., 2005). Moreover, 
insulin resistance appears to be more common in patients with PH than 
in the general population (Zamanian et al., 2009). Furthermore, PH is 
more severe in patients with chronic obstructive pulmonary disease 
when is associated with diabetes (Makarevich et al., 2007). There is also 
experimental evidence linking type 2 diabetes with PH. Thus male ApoE-
/-
 
 mice on a high-fat diet, an animal model associated to insulin 
resistance developed PH as judged by elevated right ventricular systolic 
pressure that was prevented by the antidiabetic drug rosiglitazone 
(Hansmann et al., 2007). 
Our hypothesis is that diabetes mellitus could be a predisposing factor 
for the onset or development of PH, leading to functional, histological 
and molecular features of the earliest stages of PH. 
 
The general aim of this thesis is to characterize the lung and PA 
alterations induced by type 1 diabetes and insulin resistance, focusing 
on the study of the characteristic features of PH and analyze the 
potential link between diabetes and PH. Therefore, the following specific 
aims are proposed. 
In the streptozotocin-induced type 1 diabetes model and in the insulin 
resistance Zucker obese model we sought to: 
1. Analyze the PA endothelial function, characterizing the 




2. Study the PA responses to vasoconstrictors related to PH and the 
mechanisms involved. 
 
3. Search for characteristic changes of PH such as BMPR2 
expression, PASMC KV density currents, expression of KV
 
1.5 
channels and pulmonary vascular remodelling. 
4. Measure the PAP directly or through indirect markers such as 
right ventricular systolic pressure (RVSP) and right ventricle (RV) 
hypertrophy. 
 
During the second part of this work we proposed new additional aims 
in order to determine whether type 1 diabetes is an accelerating factor 
for PH development. For that purpose we choose a mild level of hypoxia 
(14% O2
5. To analyze early alterations of PH such as PA endothelial 
dysfunction, pulmonary vascular remodelling and other markers 
of PH (BMPR2, PASMC K
) to compare the effects of type 1 diabetes and mild hypoxia 
separately, and the combination of both focusing on the following aims: 
V
 
 density currents and lung 
inflammation). 
6. To measure PAP, RVSP and RV hypertrophy as final evidences of 




Methods and results. 
 
Male Sprague-Dawley rats were randomly divided into a control (saline) 
and a type 1 diabetic group (70 mg/kg 1 streptozotocin). After 6 weeks, 
intrapulmonary arteries were mounted for isometric tension recording, 
and endothelial function was tested by the relaxant response to 
acetylcholine. Protein expression and localization were measured by 
Western blot and immunohistochemistry and superoxide production by 
dihydroethidium staining. PA from type 1 diabetic rats showed impaired 
relaxant response to acetylcholine and reduced vasoconstrictor 
response to the nitric oxide (NO) synthase inhibitor L-NAME, whereas 
the response to nitroprusside and the expression of endothelial NO 
synthase remained unchanged. Endothelial dysfunction was reversed 
by addition of superoxide dismutase or the NADPH oxidase inhibitor 
apocynin. Increased superoxide production and expression of the 
NADPH oxidase regulatory subunit p47phox were also found in PA from 
diabetic rats. Streptozotocin-treated rats showed a down-regulation of 
the lung bone morphogenetic protein receptor type 2 (BMPR2), up-
regulation of 5-hydroxy-tryptamine receptors (5-HT2A
 
) and 
cyclooxygenase-2 (COX-2) proteins as measured by Western blot 
analysis, and increased contractile responses to serotonin (5-HT) in 
isolated PA. The hyper-responsiveness to 5-HT was endothelium-
independent and unaffected by inhibition of NO synthase but prevented 
by indomethacin, the selective COX-2 inhibitor N-[2-(cyclohexyloxyl)-4-
nitrophenyl]-methane sulfonamide (NS-398), superoxide dismutase, and 
the NADPH oxidase inhibitor apocynin or by chronic treatment with 
insulin. However, type 1 diabetic rats at 6 weeks did not develop 




Large and small PA from the model of insulin resistance obese Zucker 
rat and their lean counterparts were mounted for isometric tension 
recording. mRNA and protein expression were measured by RT-PCR or 
Western blot, respectively. KV currents were recorded in isolated PA 
smooth muscle cells using the patch clamp technique. Right ventricular 
wall thickness was similar in obese and lean Zucker rats. Lung BMPR2, 
KV1.5 and 5-HT2A receptor mRNA and protein expression and KV
 
 
current density were also similar in the two rat strains. In conductance 
and resistance PA, the similar relaxant responses to acetylcholine and 
nitroprusside and unchanged lung eNOS expression revealed a 
preserved endothelial function. However, in resistance (but not in 
conductance) pulmonary arteries from obese rats a reduced response to 
several vasoconstrictor agents (hypoxia, phenylephrine and 5-HT) was 
observed. The hyporesponsiveness to vasoconstrictors was reversed by 
L-NAME and prevented by the iNOS inhibitor 1400W. 
In the last group of experiments male Wistar-Kyoto rats were randomly 
divided into a control (saline) and a diabetic group (70 mg/kg 
streptozotocin) followed for 4 weeks and exposed to normoxia or 
moderate normobaric hypoxia (14%) for another 2 weeks. Diabetes plus 
hypoxia induced a modest increase in diastolic and mean pulmonary 
artery pressure and right ventricular weight while the two factors alone 
had no significant effect. Both factors independently increased the 
muscularization of pulmonary arteries and downregulated BMPR2. 
Hypoxia but not diabetes strongly reduced KV
 
 currents; and diabetes 





1. Pulmonary arteries of type 1 diabetic rats develop 1) endothelial 
dysfunction as a result of up-regulation of NADPH oxidase and 
increased ROS production, 2) an exaggerated response to 5-HT due 
to activation and augmented expression of COX-2, and 3) changes in 
lung protein expression characteristic of clinical and experimental 
PH. However, these alterations are insufficient to elevate pulmonary 
pressure. 
2. In contrast to the results found in rat models of type 1 diabetes or 
other mice models of insulin resistance, the obese Zucker rats do not 
show any of the characteristic features of PH but rather a reduced 
PA vasoconstrictor response which is prevented by inhibition of 
iNOS.  
3. The pattern of changes in markers of PH is different for moderate 
hypoxia and diabetes. Hypoxia but not diabetes strongly reduces KV
4. Taken together, our data provide functional, molecular and 
histological evidences that further strengthen the link between 
diabetes and pulmonary vascular disease. This work highlights the 
role of diabetes mellitus as a predisposing factor leading to early 
pulmonary alterations that in association with other risk factors may 
accelerate the onset of PH. 
 
currents, and diabetes but not hypoxia induces pulmonary artery 
endothelial dysfunction. Both factors independently downregulate 
BMPR2 and induce pulmonary vascular remodelling. However, 
diabetes but not hypoxia induces pulmonary infiltration of 
macrophages which is markedly increased when both factors are 
combined. The combination of both factors is required to induce a 
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1. FISIOLOGÍA DE LA CIRCULACIÓN PULMONAR. 
 
Desde el momento del nacimiento, en el que realizamos la primera 
inspiración, se pone en marcha una compleja maquinaria 
perfectamente regulada, el aparato respiratorio. Abandonamos la 
cómoda vida fetal para enfrentarnos al medio exterior. Comienza a 
desalojarse el líquido pulmonar, que hasta ese momento ocupaba los 
espacios aéreos pulmonares, y entran en contacto por primera vez el 
aire alveolar y el lecho capilar pulmonar. Para dar comienzo a un 
apropiado intercambio gaseoso, la circulación pulmonar debe invertir 
su estado inmaduro de alta presión y bajo flujo. Durante los primeros 
minutos de vida, la resistencia vascular pulmonar se reduce y aumenta 
el flujo, gracias al aumento de la presión parcial de oxígeno y a la 
liberación de mediadores como el óxido nítrico, la prostaciclina y la 
bradicinina (Haworth, 1995; Fineman et al., 1995; Shaul, 1999). 
 
 
1.1. La circulación pulmonar.  
 
La circulación pulmonar es un sistema de baja presión y alto flujo, 
encargado de transportar la sangre desoxigenada desde el ventrículo 
derecho a los alvéolos pulmonares y, una vez oxigenada en los 
pulmones, hacerla llegar a la aurícula izquierda. La sangre 
desoxigenada procedente de las partes superiores del cuerpo, incluidos 
la cabeza, cuello y extremidades superiores, es devuelta a la aurícula 
derecha a través de la vena cava superior. Mientras que la procedente 
del resto del cuerpo es devuelta a la aurícula derecha a través de la 
vena cava inferior. Una vez que la aurícula derecha está llena, se 
contrae propulsando la sangre hasta el ventrículo derecho pasando por 
la válvula tricúspide. La sangre contenida en el ventrículo derecho es 
bombeada, atravesando la válvula pulmonar, hasta alcanzar la arteria 
pulmonar principal o tronco pulmonar. El tronco pulmonar se divide en 
una rama derecha y otra izquierda, cada una de la cuales se introduce 
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dentro de un pulmón. Las arterias pulmonares se distribuyen paralelas 
a las vías aéreas dividiéndose y subdividiéndose en arterias de calibre 
cada vez menor, hasta formar un vasto entramado de capilares 
alrededor de los alvéolos. Es en estos capilares donde tiene lugar el 
intercambio gaseoso de CO2 por O2. Los capilares se reúnen en vénulas, 
y después en venas de calibre cada vez mayor que discurren por la 
pleura y por el tejido conjuntivo intersegmentario. Aproximándose al 
hilio, siguen las ramas de los bronquios y acaban dando lugar a las 




1.2. Las arterias pulmonares. 
 
Las arterias pulmonares (AP) comparten una estructura básica similar a 
la del resto de los vasos (figura I-1). En contacto directo con la sangre 
existe una lámina íntima, formada por una monocapa de células 
endoteliales. A continuación, la lámina elástica interna da paso a la 
capa media formada principalmente por células de músculo liso 
vascular (CMLV). Las CMLV confieren al tejido capacidad contráctil que 
permite regular el diámetro de la luz del vaso, modificando el flujo 
vascular. Siguiendo a la lámina media se encuentra la lámina elástica 
externa, que da paso a la capa más externa, la lámina adventicia. Esta 
última capa está compuesta por tejido conectivo, fibras elásticas y de 
colágeno, fibroblastos y en ocasiones adipocitos. Por tanto, las arterias 
pulmonares y las sistémicas tienen una estructura similar. Sin 
embargo, las arterias pulmonares poseen una lámina media más 
delgada y son más elásticas que sus homólogas sistémicas. 
 
 
En relación a la estructura anatómica podemos clasificar las arterias 
pulmonares (AP) humanas en: 
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- Las AP elásticas, también conocidas como arterias de 
conductancia (Haworth, 1995), cuyo diámetro es superior a 3000 
µm. 
- Las AP de transición con un diámetro entre 3000 µm y 2000 µm. 
- Las AP musculares con un diámetro entre 2000 µm y 150 µm, 
donde las CMLV constituyen el componente mayoritario de la 
capa media.  
- Las AP parcialmente musculares, definidas también como arterias 
de resistencia, con un diámetro entre 180 µm y 100 µm, que 
presentan una capa muscular de disposición espiral (Mulvany y 
Aalkjaer, 1990).  
- Las AP no musculares de diámetro inferior a 100 µm. 
 
Muscular Parcialmente 
muscular No muscular  
Figura I-1. Ilustración que representa las porciones muscular, no muscular y 
parcialmente muscular de una AP y su aspecto en cortes transversales. La 
identificación en cortes transversales de una capa media continua (muscular), 
en espiral (parcialmente muscular) o la ausencia de la capa media (no muscular) 
permiten la clasificación de cada uno de los tipos de AP (Adaptado de Meyric et 
al., 1978).  
 
 
1.3. La presión arterial pulmonar. 
 
La presión arterial pulmonar (PAP) es el resultado del producto del 
gasto cardiaco (Gc) y de la resistencia vascular pulmonar (RVP), tal y 
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como se indica en la ecuación I-1. La PAP media en individuos sanos no 
sobrepasa los 20 mmHg. Sin embargo, puede verse ligeramente 
modificado por factores como la edad, la altitud y por aumentos del Gc 
durante el ejercicio físico (Mandegar et al., 2004). Estos datos de 
presión pulmonar contrastan mucho con los valores de presión 
sistémicos que pueden llegar a ser 5-6 veces superiores. Teniendo en 
cuenta que el gasto cardiaco es similar para la circulación pulmonar y 
en la circulación sistémica, podemos deducir que la baja PAP es debida 
a la reducida resistencia que presenta la vasculatura pulmonar. La 
vasculatura pulmonar es capaz de adaptarse a cambios del Gc, sin 
generar un aumento de la PAP mediante procesos de reclutamiento de 
vasos sin perfundir y distensión de arterias perfundidas. La ecuación de 
Poiseuille (ecuación I-2) determina la presión generada por un fluido 
circulando por un tubo. La aplicación de esta ecuación a la circulación 
pulmonar determina que la RVP es inversamente proporcional a la 
cuarta potencia del radio interno del vaso (r), ante factores como la 
longitud del tejido (L) o la viscosidad de la sangre (η), cuya variación es 
escasa salvo cambios en el hematocrito o en la temperatura corporal. 
Por tanto podemos decir que la RVP es extremadamente sensible a los 
cambios de diámetro de la vasculatura pulmonar. 
 
Ecuación I-1. 
)RVP  RVP (RVP Gc  PAP venascapilaresarterias ++×=  
 









1.4. Regulación de la circulación pulmonar.  
 
La circulación pulmonar puede ser regulada por mecanismos pasivos o 
por mecanismos activos. Los mecanismos pasivos hacen referencia a 
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aquéllos que llevan a un cambio en la RVP, sin implicar cambios en el 
tono vascular. Dentro de este grupo están incluidos la distensión y el 
reclutamiento de arterias por la fuerza de la gravedad, la obstrucción de 
las vías aéreas, cambios en el gasto cardiaco, la presión auricular 
izquierda, la presión de las vías aéreas y del líquido intersticial. 
 
Dentro de los mecanismos activos podemos distinguir: 
 
Control nervioso: 
La vasculatura pulmonar está inervada tanto por fibras simpáticas 
(adrenérgicas) como por fibras parasimpáticas (colinérgicas), aunque 
existen claras diferencias entre especies. La estimulación de las 
terminaciones simpáticas produce un aumento de la rigidez de la pared 
de las arterias de mayor calibre y vasoconstricción pulmonar. Las 
terminaciones simpáticas y parasimpáticas son más numerosas en las 
arterias elásticas, escasas en las musculares y ausentes en los vasos 
con un diámetro < 30 µM, así como en las vénulas y las venas. 
 
Gases respiratorios: 
La vasculatura pulmonar está bajo la influencia activa de los gases 
respiratorios. Tanto niveles elevados de CO2 como niveles bajos de O2, 
producen vasoconstricción de la vasculatura pulmonar. La 
vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH), descubierta en 1947 por 
Von Euler y Liljestrand, es un mecanismo fisiológico que permite 
derivar el flujo sanguíneo de zonas poco ventiladas a zonas mejor 
ventiladas, mejorando de esta forma el acoplamiento de ventilación-
perfusión y maximizando la oxigenación sanguínea. La VPH ocurre 
principalmente en arterias precapilares de pequeño calibre, cuando la 








Un gran número de sustancias endógenas presentes en la sangre 
circulante son capaces de regular el tono vascular mediante la acción 
sobre sus respectivos receptores. Algunas de ellas están resumidas en 
la tabla I-1. 
 
 
Tabla I-1. Agentes reguladores del tono vascular pulmonar, los receptores 
sobre los que actúan, sus efectos y dependencia de endotelio. 
 
Mediadores vasoactivos a nivel pulmonar 
Agente Receptor Respuesta Dependencia 
de endotelio 
A1 Contracción No Adenosina 
A2 Relajación No 
Angiotensina AT Contracción No 
ANPA Relajación No ANP (Atrial 
Natriuretic 
Peptide) 
ANPB Relajación No 
B1 Relajación Si Bradicinina 
B2 Relajación Si 
ETA Contracción No Endotelina 
ETB Relajación Si 
H1 Contracción No Histamina 
H2 Relajación Si  
5-HT1, 5-HT2 Contracción No Serotonina 
5-HT1C Relajación Si 
Tromboxano TP Contracción No 
Vasopresina V1 Relajación Si 
Prostagciclina IP Relajación No 




2. LA HIPERTENSIÓN PULMONAR. 
 
2.1. Clínica y clasificación. 
 
La hipertensión pulmonar (HP) se caracteriza por una elevación 
mantenida de la presión arterial pulmonar media por encima de 25 
mmHg en situación de reposo (Rich et al., 1987). La HP puede 
desarrollarse como consecuencia de una gran variedad de alteraciones. 
Durante el 4º simposium mundial de la HP desarrollado en 2008 en 
Dana Point (California), un grupo de expertos actualizaron la 
clasificación previa del 2003 de Venecia, reorganizando todas las 
etiologías causantes de HP e integrando los conocimientos nuevos 
desarrollados (Tabla I-2). Se establecieron 5 categorías: Hipertensión 
arterial pulmonar (HAP), HP asociada a enfermedad cardíaca, HP 
asociada a enfermedades pulmonares y/o hipoxemia e HP debida a 
enfermedad trombótica y/o embolismo crónico y la HP multifactorial 
(Simonneau et al., 2009). La primera categoría, la HAP, incluye un 
grupo heterogéneo de condiciones patológicas que comparten una 
vasculopatía pulmonar, con características morfológicas, datos clínicos 
y respuestas farmacológicas similares. Cuando no es posible encontrar 
una causa demostrable, se denomina HAP idiopática. Aproximadamente 
un 10% de estos pacientes presentan un historial familiar de la 
enfermedad, es decir, es posible encontrar una base genética en cuyo 
caso se denomina HAP heredable. Cuando la HAP aparece como 
consecuencia de otra enfermedad cardiopulmonar hablamos de HAP 
secundaria. Entre los procesos que pueden dar lugar al desarrollo de un 
cuadro de HAP se encuentran las alteraciones del colágeno, el 
cortocircuito izquierdo-derecho congénito, la hipertensión portal, la 





Tabla I-2. Última clasificación de la HP (Dana Point, California, 2008). 
Clasificación de la HP de Dana Point, 2008. 
1. Hipertensión arterial pulmonar 
1.1 Idiopática (HAPI) 
1.2 Heredable 
1.2.1 Mutaciones de BMPR2 
1.2.2 Mutaciones de ALK1 (con o sin telangectasia hemorrágica hereditaria) 
1.2.3 Desconocida 
1.3 Inducida por fármacos o toxinas 
1.4 Asociadas 
1.4.1 Enfermedades del tejido conectivo 
1.4.2 Infección por VIH 
1.4.3 Hipertensión portal 
1.4.4 Enfermedad cardiaca congénita 
1.4.5 Esquistosomiasis 
1.4.6 Anemia hemolítica crónica 
1.5 Hipertensión pulmonar persistente neonatal (HPPN) 
1’ Enfermedad pulmonar veno-oclusiva y hemangiomatosis capilar pulmonar 
2. Hipertensión pulmonar debida a enfermedad cardiaca izquierda 
2.1 Disfunción sistólica 
2.2 Disfunción diastólica 
2.3 Enfermedad valvular 
3. Hipertensión pulmonar debida a enfermedad pulmonar o hipoxia 
3.1 Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
3.2 Enfermedad intersticial pulmonar 
3.3 Otras enfermedades pulmonares con patrones restrictivos y obstructivos mixtos 
3.4 Trastornos respiratorios del sueño 
3.5 Trastornos de hipoventilación alveolar 
3.6 Exposición crónica a altitud elevada 
3.7 Alteraciones del desarrollo 
4. Hipertensión pulmonar tromboembólica crónica 
5. Hipertensión pulmonar con mecanismos multifactoriales 
5.1 Alteraciones hematológicas: alteraciones mieloproliferativas, esplenoctomía 
5.2 Alteraciones sistémicas: sarcoidosis, histiocitosis de células de Langerhans 
5.3 Alteraciones metabólicas: tiroideas, Gaucher, almacenamiento de glucógeno 




2.2. Epidemiología y supervivencia. 
 
Los signos y síntomas de la HP son inespecíficos al inicio de la 
enfermedad, lo que dificulta su diagnóstico. Según avanza la 
enfermedad, los pacientes presentan síntomas tales como disnea, fatiga, 
edema y síncope. La incidencia y la prevalencia de esta enfermedad se 
estima que es de entre 2-8 casos/millón/año y de 15-26 casos/millón, 
respectivamente y según las poblaciones estudiadas (Lourenço et al., 
2012). La edad media de diagnóstico es de 36 años y se ha observado 
una mayor frecuencia en mujeres que en hombres (aproximadamente 
2:1) (Rabinovitch et al., 2008). Se estima que el tiempo de supervivencia 
medio es de 3 años, con una tasa de supervivencia del 34% a los 5 años 
(Lourenço et al., 2012; D’Alonzo et al., 1991). Un estudio reciente ha 
correlacionado pequeños aumentos de la PAP sistólica con un impacto 
negativo en la supervivencia de la población en general, 
independientemente de otros factores de riesgo conocidos, y de la 
misma manera que la hipertensión arterial sistémica esencial (Lam et 
al., 2009). Estos datos destacan que incluso cambios en la PAP dentro 
de los rangos considerados fisiológicos, pueden determinar un factor de 
riesgo de mortalidad cardiovascular. 
 
 
2.3. Fisiopatología de la HP. 
 
La HP es una alteración progresiva y crónica que afecta principalmente 
a las arterias de pequeño calibre (<300 µm). La patología fue descrita 
por primera vez por Romberg y Eisenmenger a finales del siglo XIX. Se 
caracteriza por vasoconstricción, remodelado vascular y trombosis 
(figura I-2). Sin embargo, la fisiopatología no es del todo bien conocida 
en la actualidad. A continuación, se describen los rasgos más 




2.3.1 Desequilibrio entre vasoconstricción y vasodilatación. El 
desequilibrio entre factores vasoconstrictores y vasodilatadores, es 
considerado uno de los procesos tempranos en el aumento de la PAP. Se 
ha descrito que los pacientes con HP tienen un desequilibrio en la 
relación de PGI2/TXA2 en sangre (Christman et al., 1992; Morrel et al., 
2009). Igualmente en pulmones de pacientes con HP, así como en 
modelos animales de HP inducido por hipoxia, se ha observado un 
aumento de la expresión de endotelina 1 (ET-1) y de sus receptores. 
(Giaid et al., 1993, Li et al., 1994). La vasoconstricción pulmonar 
hipóxica (VPH) es un mecanismo fisiológico único de la vasculatura 
pulmonar. Sin embargo, en condiciones de exposición crónica a hipoxia 
(apnea del sueño, altura) tiene lugar una VPH generalizada que favorece 
la aparición de HP. Por otro lado, los pacientes con HP tienen 
alteraciones en la síntesis, disponibilidad y/o actividad del NO, que 
determinan una marcada disfunción endotelial de las AP (Humbert et 
al., 2004). Igualmente, se han descrito niveles elevados de serotonina 
(5-HT), así como alteraciones en los transportadores y receptores de 5-
HT en pacientes con HP (MacLean y Dempsie, 2009) 
 
2.3.2 Remodelado vascular pulmonar. En condiciones fisiológicas, en 
las AP existe un equilibrio entre los procesos proliferativos y apoptóticos 
en fibroblastos, células endoteliales y CMLV presentes en las AP. La 
proliferación celular contribuye a los cambios estructurales asociados 
con el inicio y la progresión de la HP. Igualmente, el desequilibrio de los 
factores vasoactivos afecta al remodelado vascular, mediante la 
estimulación de la proliferación celular y la inhibición de la apoptosis 
(Mandegar et al., 2004). Las proteínas de la matriz desempeñan 
también un papel importante en el remodelado vascular. La elastasa y 
las metaloproteinasas de la matriz permiten el remodelado de la matriz 
extracelular, la migración celular y el crecimiento de las CMLV. La 
actividad aumentada de la elastasa da lugar a liberación de factores de 
crecimiento a la matriz extracelular y la activación de metaloproteasas 
de matriz (MMPs) (Jones et al., 1997) 
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 2.3.3 Procesos inflamatorios. En los últimos años ha cobrado un 
creciente interés el papel del estado inflamatorio como responsables de 
las alteraciones de la HP, más que constituir una mera consecuencia. 
Las interacciones entre las plaquetas circulantes y las células 
inflamatorias en la pared vascular pueden contribuir también de forma 
importante a las alteraciones funcionales y estructurales de los vasos 
pulmonares (Tuder et al., 1994; Cool et al., 1999). De hecho, en 
pacientes con HP se han detectado autoanticuerpos circulantes en 
sangre, así como niveles elevados de citoquinas proinflamatorias (IL-1, 
IL-6). En estos pacientes, análisis histológicos posteriores revelaron la 
aparición de infiltrados inflamatorios de linfocitos y macrófagos 
(Dorfmuller et al., 2003).  
 
2.3.4 Trombosis. Las lesiones trombóticas y las alteraciones 
plaquetarias desempeñan un papel importante en la HP. Existen 
evidencias de alteraciones en la coagulación intravascular en pacientes 
con HP, caracterizada por una actividad procoagulante y una actividad 
fibrinolítica alterada. Está ampliamente aceptada la idea de que el 
estrés de cizallamiento al que están sometidas las AP o el daño en el 
tejido pulmonar, genera superficies trombogénicas. Por otro lado, las 
plaquetas participan tanto en los procesos trombóticos como en los 
proliferativos y vasoconstrictores mediante la liberación de factores de 
crecimiento (PDGF, TGF-β, VEGF), 5-HT y TXA2. En la mayoría de los 
casos, sin embargo, no está muy claro si estas alteraciones plaquetarias 
y trombóticas son realmente causa o consecuencia en la génesis de la 
HP (Hervé et al., 2001). 
 
2.3.5 Factores genéticos. El entendimiento del mecanismo de la 
predisposición genética al desarrollo de HP es de vital importancia para 
la identificación de la raíz de la patogénesis. La mayoría de las 
mutaciones asociadas a HP idiopática y heredable están relacionadas 
con los receptores de la superfamilia del factor de crecimiento 
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transformante β (TGF-β)  y con sus proteínas de señalización [endoglina, 
ALK-1 (activin like kinase 1), receptor tipo 1 y 2 de las proteínas 
morfogenéticas óseas (BMPR1 y BMPR2), Smad-8] (Chan y Loscalzo, 
2008). Por otro lado, también se han encontrado mutaciones en genes 
relacionados con vías implicadas en el control del tono vascular (enzima 
convertidora de angiotensina, receptor II de angiotensina (Machado et 
al., 2009; Fessel et al., 2011). El análisis del árbol genealógico ha 
demostrado una herencia autosómica dominante pero con penetrancia 
variable, ya que sólo un 10-20% de los portadores de las mutaciones 
desarrollan HP. Tanto mutaciones en el gen que codifica para BMPR2 
como polimorfismos en el gen del transportador de 5-HT (5-HTT) se han 
relacionado con alteraciones en la proliferación de CMLV y células 
endoteliales (Morrel et al., 2001; Atkinson et al., 2001; Eddahibi et al., 
2001). De hecho, mutaciones en el gen que codifica el BMPR2 dan lugar 
a un aumento de la proliferación y disminución de la diferenciación 
(Yang et al., 2005) y se han relacionado con más del 80% de los casos 
de HP heredable (Lane et al., 2000, Morrell et al., 2001 y 2006) Mientras 
que se han encontrado polimorfismos en 5-HTT en un 65% de los casos, 
sugiriendo que alteraciones en este transportador podrían afectar a la 
susceptibilidad para desarrollar HP hipóxica (Eddahibi et al., 2001 y 
2003). Existen además otras alteraciones genéticas que predisponen al 
desarrollo de HP como son los polimorfismos de la subunidad KV1.5 del 
canal de potasio voltaje dependiente (Yuan et al., 1998, Burg et al., 
2010) y de los canales de cationes TRP, ambos implicados en la 
contracción y en el remodelado vascular (MacLean y Dempsie, 2009) 
 
2.3.6 Hipertrofia ventricular derecha. Las alteraciones descritas 
anteriormente llevan a un aumento de RVP. Independientemente de la 
causa, el aumento de la PAP tiene un efecto devastador sobre el 
corazón. La HP genera un aumento de la presión en el ventrículo 
derecho (VD), debido al aumento de trabajo de carga que debe realizar 
para superar la presión en las AP. Con el tiempo da lugar a 
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insuficiencia cardiaca derecha, la cual es frecuentemente la causa de 






































Figura I-2: Mecanismos propuestos en la génesis de la hipertensión pulmonar. 
Entre estos se encuentran un genotipo permisivo, la disfunción endotelial y 
factores desencadenantes ambientales (CMLV, células de músculo liso vascular; 





A) Terapia vasodilatadora.  
En la actualidad, la opción terapéutica más utilizada es aquella que 
persigue la restauración del equilibrio entre los mediadores 
vasodilatadores y vasoconstrictores liberados por el endotelio, con el 
empleo de antagonistas del receptor de endotelina (bosentan) o 
vasodilatadores como los bloqueantes de canales de Ca2+ (nifedipino, 
diltiazem), el NO inhalado, la prostaciclina (PGI2) y sus análogos 
(epoprostenol) o los inhibidores de fosfodiesterasa 5 (sildenafilo, 
tadalafilo). A lo largo de estos últimos años se ha sugerido que gran 
Introducción
47
parte de los efectos beneficiosos de estos fármacos se deben a la acción 
que presentan sobre el remodelado vascular. Tradicionalmente los 
pacientes han sido clasificados según su respuesta a la terapia 
vasodilatadora a NO inhalado o antagonistas del Ca2+. Los fármacos 
vasodilatadores son una buena herramienta pero, dependiendo del 
mecanismo que produce el aumento de PAP, no siempre producen una 
vasodilatación efectiva. Por otro lado la falta de selectividad por la 
vasculatura pulmonar se manifiesta con la aparición de efectos 
secundarios a nivel sistémico.  
 
Análogos de prostaciclina (PGI2). La PGI2 es una sustancia 
producida por las células endoteliales que presenta acciones 
vasodilatadoras, antiagregantes y antiproliferativas. Uno de los 
grupos de fármacos de elección en el tratamiento de la HP lo 
constituyen los análogos de la PGI2, entre los que cabe destacar el 
epoprostenol por ser uno de los primeros de este grupo en 
desarrollarse en la terapia de la HP (Galié et al., 2004). 
Posteriormente se han desarrollado moléculas como el trepostinil, el 
beraprost y el iloprost, con semividas superiores al del epoprostenol. 
 
Activadores/potenciadores de la vía NO/GMPc. Los fármacos 
vasodilatadores que actúan sobre la vía NO/GMPc, son capaces de 
reducir la concentración de calcio intracelular [Ca2+]i con efectos 
parciales sobre la sensibilidad al Ca2+. El NO inhalado tiene un uso 
limitado dada su toxicidad y su efecto rebote tras la retirada. Es 
usado exclusivamente como tratamiento agudo y en la HP 
persistente neonatal, donde se ha demostrado un mayor beneficio. 
Los inhibidores de la fosfodiesterasa 5 (PDE5) producen un efecto 
vasodilatador reduciendo la degradación de GMPc. Se consideran 
fármacos de primera elección, solos o en combinación con 




Antagonistas del Ca2+. Los antagonistas del Ca2+ han demostrado 
ser muy efectivos reduciendo los niveles de calcio intracelular [Ca2+i], 
pero son poco efectivos para relajar el componente vasoconstrictor 
que implica la sensibilización de las proteínas contráctiles al Ca2+. 
Además, su utilidad está limitada ya que sólo un reducido porcentaje 
de de los pacientes con HP responden al tratamiento con este tipo de 
fármacos. 
 
Antagonistas de los receptores de endotelina. El bosentan 
(antagonista competitivo de los receptores de la endotelina ETA y 
ETB), y el ambrisetán (selectivo de ETA), son hasta la fecha los únicos 
antagonista de receptores de la endotelina aprobados para el 
tratamiento de la HP. Sin embargo, estos fármacos no son 
vasodilatadores en el sentido estricto de la clasificación. 
 
 
B) Terapia anti-proliferativa. 
Existe un creciente interés por este tipo de terapias dada la 
fisiopatología, centrando las estrategias en la reversión de la patología. 
En modelos animales se ha demostrado que el bloqueo de factores de 
crecimiento como PDGF y VDGF, puede revertir la PH (Schermuly et al., 
2005, Klein et al., 2008). El inhibidor de los receptores de PDGF 
imatinib, ha demostrado beneficios en estudios de fase II desarrollados 
en pacientes con HP. 
 
C) Transplante de pulmón. 
Esta terapia es la última a la que se recurre, y normalmente se realiza 
sólo en pacientes que no han respondido a ninguna de las terapias 
anteriores. Los principales inconvenientes son la falta de donantes y el 
rechazo del transplante.  
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En resumen, la HP se caracteriza por un desequilibrio de origen 
genético y/o ambiental, al que contribuyen un conjunto de factores que 
generan un aumento del tono y remodelado vascular, lesiones 
plexiformes, procesos trombóticos e inflamatorios. Estas alteraciones 
dan como resultado final una disminución del lumen de las AP, un 
aumento de la PAP e hipertrofia ventricular derecha. 
 
Dada la complejidad de esta patología y de los diferentes factores que en 
ella participan, en la siguiente parte de esta Tesis Doctoral se revisaran 
detalladamente aquellos factores más relevantes y su contribución al 




3. CONTRIBUCIÓN DE LA DISFUNCIÓN ENDOTELIAL A LA 
PATOGÉNESIS DE LA HP. 
 
El término disfunción endotelial hace referencia a una de condición 
patológica de las células endoteliales que implica alteraciones en el 
control del tono vascular, alteración en la regulación del remodelado 
vascular y pérdida de las funciones antiagregantes plaquetarias y 
antiinflamatorias del endotelio. 
 
3.1. El endotelio. 
El endotelio es una monocapa de células que tapiza la cara interna de 
los vasos, con reconocidas funciones endocrinas y paracrinas. En el 
endotelio existe un estrecho equilibrio entre factores vasoconstrictores y 
proliferativos, frente a los factores vasodilatadores y proapoptóticos, que 
controla la homeostasis vascular, el tono vascular, la inflamación y la 
reparación tisular. En él, se regula el tono vascular por medio de la 
producción de sustancias vasodilatadoras (NO, PGI2, EDHF, 
bradicinina) y vasocontrictoras (ET, TXA2). Igualmente, el endotelio 
libera factores de crecimiento (EDGF) que regulan la proliferación de 
CMLV. La proliferación excesiva de células endoteliales junto con la 
neoangiogénesis, dan lugar a la formación de lesiones plexiformes 
características de las AP en pacientes con HP. 
 
 
3.2. La vía del óxido nítrico (NO). 
El NO se genera a partir del aminoácido L-arginina, mediante la 
actuación de un grupo de enzimas denominadas NO sintasas (NOS). 
Asimismo, se requiere la presencia de los cofactores tetrabiopterina 
(BH4), dinucleótido de adenina y flavina (FAD), mononucleótido de 
flavina (FMN) y dinucleótido de nicotinamida y adenina monofosfato 
(NADPH). Se han descrito tres isoformas de NOS. La NOS-3 o eNOS, 
expresada principalmente en el endotelio, la NOS-1 o nNOS, de 
localización principalmente neuronal y la NOS-2 o iNOS, cuya expresión 
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es inducida en diferentes tipos de tejidos en respuesta a estímulos como 
citoquinas y endotoxinas. El NO generado por la eNOS y la nNOS, 
participa del mantenimiento del tono vascular y de la transducción 
neuronal, respectivamente. A diferencia de las primeras, la iNOS es una 
isoforma independiente de calcio y por tanto su función no se regula 
por el complejo Ca2+-calmodulina. La iNOS genera gran cantidad de NO 
durante largos periodos de tiempo, siendo la isoforma predominante en 
los procesos inflamatorios (Xie y Nathan, 1994). 
Independientemente de su origen, el NO ejerce sus acciones mediante la 
activación de la guanilato ciclasa (GC) y el aumento de los niveles de 
GMP cíclico (GMPc), o bien mediante la nitrosilación de proteínas 
(Hobbs e Ignarro, 1996; Sugiura e Ichinose, 2011; Hobbs, 1997). El NO 
es un gas biológicamente activo con diferentes papeles fisiológicos y 
fisiopatológicos en los sistemas inmune, nervioso y cardiovascular. Sus 
efectos a nivel vascular son vasodilatación, inhibición del crecimiento y 
migración celular, inhibición de la producción de proteínas de matriz e 
inhibición de la agregación plaquetaria (Singh y Evans, 1997). Por 
tanto, la disminución de la producción o disponibilidad de NO a nivel 
pulmonar puede contribuir al desarrollo de HP. De hecho, ratones 
transgénicos carentes de la eNOS desarrollan HP por hipoxia moderada, 
que es revertida por la inhalación de NO (Fagan et al., 1999; Steudel et 
al., 1998) o por la administración de su precursor L-arginina (Mitani et 
al., 1997). Estudios clínicos y experimentales indican que en diversas 
formas de HP, incluyendo la HPPN, existe un déficit de actividad del NO 
(Humbert et al., 2004; Villamor et al., 1997). Sin embargo, los niveles de 
expresión de la eNOS se encuentran elevados en las AP de resistencia 
de diferentes modelos de HP, incluyendo la HP inducida por hipoxia 
crónica (Le Cras et al., 1996), la inducida por monocrotalina (Tyler et 
al., 1999; Resta et al., 1997) y en el modelo de ratas Fawn-Hooded 
(Tyler et al., 1999). Por último, la administración del precursor de NO L-
arginina, disminuye la PAP y las RVP en humanos con HP (Mehta et al., 




 3.3. La endotelina (ET). 
La ET es un péptido cuyo principal lugar de síntesis y liberación es el 
endotelio. Existen tres isoformas de la ET (ET-1, ET-2, ET-3), de las que 
cabe destacar la ET-1 por su amplia implicación en patologías 
cardiovasculares (Kedzierski et al., 2001). Se ha descrito la existencia de 
dos receptores que median los efectos de ET-1 (ETA y ETB). El efecto 
neto producido por la ET-1 viene determinado por la localización de los 
receptores, y por el equilibrio entre sus dos receptores. Su principal 
efecto sobre el tono vascular es la vasoconstricción vía ETA, aunque 
también produce liberación de vasodilatadores del endotelio por medio 
del receptor ETB. La ET-1 genera remodelado vascular y síntesis de la 
matriz extracelular (Rodríguez-Vita et al., 2005), así como producción 
de factores de crecimiento (Hahn et al., 1991). Por otro lado, estimula la 
función mitocondrial y la formación de ROS (Yuhki et al., 2001). En las 
AP, la ET-1 produce vasoconstricción pulmonar (Deuchar et al., 2002) y 
proliferación de las CMLV (Davie et al., 2002). Su expresión está 
aumentada en condiciones de hipoxia (Li et al., 1994), en modelos 
animales de HP (Frasch et al., 1999) y en el endotelio de pacientes con 
HP (Giaid et al., 1993). En base al papel de la ET-1 en la fisiopatología 
de la HP se han desarrollado antagonistas de sus receptores como el 
bosentán (no selectivo) y el ambrisentán (selectivo por ETA), de uso en la 
terapia de la HP. 
 
 
3.4. Los prostagnoides. 
Los prostanoides son producidos en casi todas las células y están 
involucrados en la mayoría de las funciones orgánicas. La formación de 
prostanoides depende principalmente de tres factores: (1) la liberación 
del ácido araquidónico de los fosfolípidos de membrana por la acción de 
la fosfolipasa A2 celulares, (2) el contenido celular de ciclooxigenasas 
(COX-1 y COX-2) que producen PGH2 y (3) la expresión relativa en cada 
tipo celular de las enzimas que metabolizan la PGH2 para dar los 
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distintos tipos de prostaglandinas y tromboxanos. Los productos del 
metabolismo del AA, la PGI2 y el TXA2 presentan efectos contrapuestos 
sobre la pared vascular (Vane y Botting, 1995). 
 
3.4.1. La ciclooxigenasa (COX). Las prostaglandinas y los 
tromboxanos son sintetizados a partir del AA por la COX, de las que 
clásicamente se distinguen dos isoformas, la COX-1 y la COX-2 con 
distintas características en cuanto a su regulación, distribución tisular 
y sensibilidad a fármacos (Mitchell y Warner, 1999; Mollace et al., 
2005). La COX-1 es generalmente activa de forma constitutiva 
participando en la regulación homeostática, mientras que la COX-2 es 
inducida por estímulos como son los mediadores inflamatorios, 
citoquinas, 5-HT, factores de crecimientos, estrés oxidativo y estrés 
mecánico. 
 
3.4.2. La PGI2. La PGI2 es un potente vasodilatador, inhibidor de la 
agregación plaquetaria y de la proliferación de las CMLV in vitro (Zucker 
et al., 1998) y un mediador antitrombótico in vivo (Cheng et al., 2002; 
Kobayashi et al., 2004). Es generada en las células endoteliales por la 
enzima PGI2 sintasa (PGI2-S), la cual está disminuida en las AP de 
pacientes con HP (Tuder et al., 1999). Igualmente, se han encontrado 
niveles bajos de PGI2 en pacientes con HP (Christman et al., 1992). 
 
3.4.3. El TXA2. El TXA2 estimula la agregación plaquetaria y la 
mitogenesis, y produce vasoconstricción (Cheng et al., 2002). El TXA2 
desempeña un papel muy importante en el control del tono vascular 
pulmonar en condiciones fisiológicas y patológicas. De hecho, 
alteraciones en sus niveles se han implicado en la génesis de diversas 
formas de HP (Christman et al., 1992). Asimismo, se ha descrito una 
elevada producción de TXA2 en pacientes con HP, apuntando a los 
macrófagos alveolares y las plaquetas como principales fuentes 
productoras (Robbins et al., 2001). También se ha descrito un aumento 
de la activación de los receptores TP (Christman et al., 1992; Weitzberg 
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et al., 1995; Orr et al., 1993; Liu et al., 1994; Jankov et al., 2002) y 
alteraciones en la densidad de los mismos (Katugampola y Davenport, 
2001) en diversas enfermedades cardiovasculares tales como 
cardiopatías, isquemia e HP. 
 
 
3.5. Estrés oxidativo. 
En condiciones fisiológicas, las especies reactivas de oxígeno (Reactive 
oxygen species, ROS) son generadas en bajas concentraciones, y sus 
niveles están cuidadosamente regulados. Las principales ROS 
producidas en la célula son: (1) el anión superóxido (O2-), generado a 
partir de la reducción del oxígeno molecular, (2) el peróxido de 
hidrógeno (H2O2), generado a partir de O2- por medio de dismutación 
espontánea o enzimática, y (3) las especies reactivas de nitrógeno 
(Reactive nitrogen species, RNS). Las RNS proceden de la oxidación de 
NO dando lugar a nitritos y peroxinitritos, siendo estos últimos 
altamente reactivos. Niveles bajos de ROS juegan un papel fisiológico 
importante en el mantenimiento de la integridad cardiovascular, 
mientras que los niveles elevados de ROS han demostrado tener un 
papel fisiopatológico en la disfunción y remodelado cardiovascular, así 
como en enfermedades neurodegenerativas y cáncer (Lambeth, 2007; 
Cohen y Tong, 2010; Satoh et al., 2011). Se ha demostrado la 
participación de las ROS en procesos de proliferación y migración 
celular, hipertrofia, procesos inflamatorios, disfunción endotelial y 
aumento del tono vascular (Papaharalambus y Griendling, 2007). 
Además, las ROS pueden activar otras fuentes productoras de estrés 
oxidativo, e inhibir a las enzimas antioxidantes, generando una 
retroalimentación positiva y una reacción de propagación (Le Cras y 
McMurtry, 2001; Faraci y Didion, 2004; Rathore et al., 2008; Perez-




3.5.1. Fuentes de estrés oxidativo. Entre las principales fuentes 
productoras de ROS se encuentran la NADPH oxidasa, la mitocondria, 
la NOS desacoplada y las COX. 
La NADPH oxidasa es un complejo enzimático multimérico cuya 
función primordial es la transferencia de electrones desde el NADPH 
hasta el oxígeno molecular, generando así O2- (figura I-3). Está 
compuesta por unas subunidades de membrana (p22phox y NOX1-5) y 
unas subunidades citoplasmáticas (p40phox, p47phox, p67phox, Rac y 
Rap). La NADPH oxidasa se expresa en todas la células de la pared del 
vaso (células endoteliales, CMLV, fibroblastos y monocitos o 
macrófagos) y existen diferencias de expresión entre especies 
(Griendling et al., 2000; Touyz et al., 2002). La NADPH oxidasa puede 
activarse en respuesta a multitud de estímulos (angiotensina II, estrés 
mecánico, hipoxia, aldosterona, factores de crecimiento, etc) pero existe 
una isoforma (NOX-4) que está constitutivamente activa y que sólo 
requiere la asociación con p22phox, resaltando la importancia de la 
producción basal de ROS (Ellmark et al., 2005; Dikalov, 2011; Lassègue 
y Griendling 2010). Igualmente, las ROS generadas por la NADPH 
oxidasa están involucradas en la vasoconstricción de AP inducida por 
TXA2 e hipoxia (Weissmann et al., 2000; Cogolludo et al., 2006b; 
Frazziano et al., 2011). Asimismo, el estrés mecánico genera una 
continua producción de O2- dependiente de NADPH oxidasa en células 
endoteliales, que favorece la adhesión de monocitos mediada por el 
factor nuclear κΒ (NF− κΒ) (Hwang et al., 2003). Modelos de ratones 
deficientes en p47phox desarrollan un menor remodelado vascular y una 
menor activación de metaloproteinasas de matriz, en respuesta al estrés 
mecánico (Castier et al., 2005). Además, se ha descrito que la 
sobreexpresión de NOX produce un aumento de la presión arterial 






Figura I-3. Representación de la NADPH oxidasa activada generando aniones 
superóxido por medio del consumo de NADPH, contribuyendo de esta forma al 
estrés oxidativo. 
 
La mitocondria es la organela celular responsable de la producción de 
ATP por fosforilación oxidativa, pero también es capaz de generar ROS. 
En la mitocondria se genera un flujo de electrones que parten del NADH 
hacia el complejo I, o bien desde el succinato hacia el complejo II. Desde 
ambos complejos se dirige al complejo III por medio de la reducción de 
la ubiquinona, para acabar en el complejo IV, el cual se encarga de la 
reducción del oxígeno molecular a agua. De esta forma se produce un 
gradiente electrónico en la cadena mitocondrial y se genera un potencial 
de membrana por el bombeo de protones hacia el espacio 
intermembranal. En condiciones fisiológicas las principales fuentes de 
O2- en la mitocondria son el complejo I y II, aunque también son 
generados en menor medida por el complejo III y diversas enzimas del 
ciclo de Krebs y de la oxidación β (Boveris et al., 1984; Han et al., 2003; 
St-Pierre et al., 2002; Brand, 2010). La mitocondria está implicada en la 
respuesta vascular a hipoxia (Archer et al., 1993; Perez-Vizcaino et al., 
2010, Zoer et al., 2010) y cambios en su función podrían explicar la 
diferente respuesta a la hipoxia en las arterias sistémicas y AP 
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(Michelakis et al., 2002a). Adicionalmente, se ha descrito una 
hiperpolarización del potencial de membrana mitocondrial en las 
CMLAP de pacientes con HP (Bonnet et al., 2006), y en modelos 
animales de HP (McMurty et al., 2004), que puede ser asociada a 
procesos proliferativos y de resistencia a la apoptosis (Dromparis et al., 
2010). 
 
En condiciones fisiológicas la NOS se encuentra como un dímero, unido 
por un átomo de zinc coordinado con cuatro sulfuros (ZnS4). Las 
enzimas NOS puede ser fuente de estrés oxidativo cuando están 
desacopladas, debido a la oxidación del núcleo ZnS4, por la oxidación de 
su cofactor la tetrabiopterina (BH4) o en condiciones de deficiencia de 
cualquiera de sus cofactores (Zou et al., 2002). Por otro lado, el propio 
NO generado se combina rápidamente con O2 generando peroxinitritos. 
Los peroxinitritos generan disfunción endotelial y dan lugar a un 
aumento de la actividad proinflamatoria, activan las metaloproteinasas 
de matriz y estimulan la proliferación celular (Sugiura et al., 1999; 
Okamoto et al., 1997; Matata et al., 2002). 
 
Las enzimas COX son generadoras de ROS durante la segunda fase de 
la síntesis de los prostanoides, debido a su actividad peroxidasa 
(Kukreja et al., 1986) y se ha demostrado que son fuente de ROS 
durante los procesos de maduración neonatal en las AP (Perez-vizcaíno 
et al., 2002). Asimismo, uno de los principales productos de COX, el 
TXA2, es capaz de activar la NADPH oxidasa a través de sus receptores 
TP (Cogolludo et al., 2006b). 
 
3.5.2. Enzimas antioxidantes. Del proceso de disipación de las ROS se 
encarga un grupo de enzimas antioxidantes que catalizan las reacciones 
de dismutación del O2- a H2O2, y de la reducción de este a H2O. Las 
enzimas antioxidantes más importantes en el tejido vascular son la 




Existen tres isoformas de SOD: la SOD-1, de localización citosólica y 
con un núcleo de Cu2+/Zn2+; la SOD-2 de localización mitocondrial y 
con un núcleo de Mn2+ y la SOD-3 de localización extracelular y con un 
núcleo de Cu2+/Zn2+. Dada la compartimentalización de la producción 
de ROS, las enzimas SOD parecen desempeñar un papel muy destacado 
en la regulación localizada de los niveles de ROS a nivel fisiológico y 
patológico (Faraci y Didion, 2004). Dentro de las isoformas, la SOD-1 es 
la forma predominante en términos de función. De este modo la SOD-1 
acapara el 50-80 % de la actividad total de SOD, mientras que las SOD-
2 se encarga del 2-12 %, mientras que se achaca a la SOD-3 una menor 
participación (Guo et al., 2001; Didion et al., 2002). La importancia de 
SOD-1 se ve reflejada en que ratones deficientes en esta isoforma 
desarrollan una mayor disfunción endotelial, un aumento del tono 
miogénico y un aumento de la respuesta contráctil como consecuencia 
de la elevación de los niveles de ROS y peroxinitritos (Cooke et al., 
2003). Por otro lado, a pesar de la baja contribución de SOD-2 a la 
actividad total de SOD, los ratones deficientes en esta isoforma mueren 
a las pocas semanas del nacimiento presentando graves alteraciones 
cardiacas, neurodegeneración y daño mitocondrial (Faraci y Didion, 
2004). La expresión de SOD-1 puede verse aumentada en células 
endoteliales humanas sometidas a estrés mecánico in vitro (Inoue et al., 
1996), mientras que la deficiencia de SOD-1 produce hipertrofia de 
arteriolas cerebrales (Baumbach et al., 2003). Igualmente la expresión 
de SOD-2 se ve aumentada en condiciones de estrés oxidativo (Mac 
Millan-Crow y Cruthirds, 2001) y su actividad está reducida en 
presencia de RNS (Xu et al., 2006; White et al., 2010). 
Tanto la catalasa como la glutation peroxidasa, se encargan de la 
eliminación de H2O2 mediante su reducción a H2O. Ambas parecen 
regular la vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH). Así, tanto la 
adición de catalasa o glutatión peroxidasa como su sobreexpresión 
disminuyen la VPH, mientras que la inhibición farmacológica o su 
deleción genética aumentan la VPH (Monaco et al., 1995; Frazziano et 
al., 2011; Rathore et al,. 2008; Desireddi et al., 2009). 
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4. CONTRIBUCIÓN DE LA 5-HT A LA PATOGÉNESIS DE LA 
HP. 
 
4.1. Aspectos generales de la 5-HT. 
La 5-HT es una amina biógena sintetizada a partir del aminoácido L-
triptófano. En la síntesis se produce una primera reacción de 
hidroxilación, etapa limitante catalizada por la triptófano hidroxilasa 
(TPH), seguida de una descarboxilación. Su síntesis se da 
principalmente en las células enterocromoafines del intestino, aunque 
también es sintetizada en el tejido neuroepitelial y neuroendocrino de 
las vías aéreas, así como en las células endoteliales de las AP (MacLean 
et al., 2000, Eddahibi et al., 2001). A nivel cardiovascular su principal 
reservorio son las plaquetas circulantes, las cuales contienen más del 
99 % de la serotonina en sangre. Adicionalmente, se puede localizar a la 
5-HT circulando libre en plasma, pero en concentraciones inferiores a 1 
nM. Por otro lado existe un transportador de 5-HT (5-HTT) responsable 
de recaptar la 5-HT libre e introducirla en los reservorios descritos 
anteriormente. Existen 14 receptores de 5-HT diferentes, divididos en 7 
familias (5-HT1-7). En las AP cabe destacar principalmente el papel de 
los receptores 5-HT1B, 5-HT2A y 5-HT2B. La participación de cada 
receptor depende de la especie, habiéndose demostrado una mayor 
participación de los receptores 5-HT1B en humanos (MacLean et al., 
1996b, Morecroft et al., 1999), de los 5-HT2A en ratas (Cogolludo et al., 
2006a) y de los 5-HT2B en ratones (Launay et al., 2002). 
 
 
4.2. Evidencias de la relación entre 5-HT e HP. 
La 5-HT actúa como vasoconstrictor y estimulando procesos 
proliferativos en las CMLV (Lee et al., 1998; Eddahibi et al., 2006; 
MacLean y Dempsie, 2009). La relación que existe entre la 5-HT y la HP 
se puso en evidencia al descubrir que el uso de anorexigénicos con 
efectos serotoninérgicos indirectos, producían un aumento de la 
incidencia de HP (Tellier, 1999). Este hecho se demostró al comprobar 
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que los ratones carentes de TPH no desarrollaban HP al ser tratados 
con anorexígenos (Dempsie et al., 2008). Por otro lado, se ha visto un 
aumento de la expresión de TPH en los pulmones y células endoteliales 
de AP de pacientes con HP (Eddahibi et al., 2006). Igualmente, se han 
encontrado niveles elevados de 5-HT en pacientes con HP idiopática 
(Herve et al., 1995). Además, el tratamiento con inhibidores de los 
receptores de 5-HT y 5-HTT, reduce el desarrollo de HP en modelos 
animales (Guignabert et al., 2005; Hironaka et al., 2003). Asimismo, se 
ha visto que ratones deficientes en el transportador 5-HTT o de los 
receptores de 5-HT muestran una atenuación de la HP inducida por 
hipoxia (Launay et al., 2002; Eddahibi et al., 2000; Keegan et al, 2001). 
Diversos estudios indican que los efectos proliferativos de la 5-HT 
requieren su internalización previa por medio del transportador 5-HTT.  
Asimismo, la 5-HT en el interior celular es capaz de activar mecanismos 
de sensibilización al calcio (MacLean y Dempsie, 2009; Liu et al., 2004; 




5. LOS CANALES KV Y LA HP. 
 
Se han descrito cinco tipos diferentes de canales de potasio en la CMLV: 
(1) los activados por voltaje o KV, (2) los activados por Ca2+ o KCa, (3) los 
sensibles a ATP o KATP, (4) los de rectificación interna o KIR y (5) los 
canales de potasio de dos poros o K2P (Gurney y Manoury, 2009; 
Olschewski, 2010; Bonnet, 2007; Shimoda y Polak, 2011, Yuan et al., 
1998; Remillard et al., 2007). A pesar de que cada uno de ellos tiene 
relevancia a nivel vascular, en esta Tesis Doctoral nos hemos centrado 




5.1. Conceptos generales de los canales KV. 
Los canales KV son heterotetrámeros u homotetrámeros, compuestos de 
4 subunidades α que forman el poro del canal, asociadas con 4 
subunidades reguladoras β (figura I-4).  Los canales KV se caracterizan 
por su activación dependiente de voltaje y por su insensibilidad a los 
niveles de Ca2+ intracelular. Este grupo representa un importante 
componente de la corriente de salida de potasio en los tejidos 
vasculares (Nelson y Quayle, 1995). Los canales KV puede ser 
clasificados en 2 grandes subgrupos según sus cinéticas de activación e 
inactivación: (1) KV de rectificación tardía, que generan una corriente de 
activación lenta y con inactivación escasa (KV1-6, KV8 y KV9) o ausente 
(KV7.1-7.5), y (2) KV de tipo “A”, de rápida activación e inactivación 
(KV10-12) (Gutman et al., 2005). La corriente nativa de las CMLV de AP 
está compuesta por varios de estos canales, y la contribución de cada 
canal a esta corriente puede variar entre células (Bonnet y Archer, 
2007). En CMLV de AP humanas se han descrito la expresión de al 
menos 22 subunidades α y 3 subunidades β (Firth et al., 2011). Las 
subunidades β modifican la inactivación del canal, regulan su expresión 
en la superficie celular, sirven de unión del canal al citoesqueleto y a 
otras proteínas celulares, y pueden actuar como sensores de O2 (Rettig 
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et al., 1994; Heinemann et al., 1996; Gonzalez et al., 2010). La alta 
permeabilidad de la membrana celular al potasio establece el potencial 
de reposo de la mayoría de las células sea cercano al potencial de 
equilibrio del potasio (~-90 mV). El potencial de reposo en las CMLV se 
sitúa entre -60 mV y -30 mV. Los canales KV se activan por 
despolarización de la membrana en las CMLV en un rango fisiológico 
cercano al potencial de membrana en reposo, por esta razón se 
considera que actúan principalmente como un mecanismo de control 
frente a la despolarización y la vasoconstricción (Nelson y Quayle, 1995; 
Mackie y Byron, 2008) 
 
















Figura I-4. Ilustración representativa de las subunidades α y β de los canales 
KV. En la subunidad α se muestran sus seis segmentos transmembrana (S1-S6), 
con el segmento sensor del voltaje (S4) y el porción que conforma el poro del 
canal (P).  
 
 
5.2. Implicación de los canales KV en la patología de la HP. 
La activación de los canales KV determina un aumento del flujo de 
salida de K+, hiperpolarización de la membrana, cierre de los canales de 
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Ca2+ activados por voltaje, disminución de la entrada de Ca2+ y 
vasodilatación. Por el contrario la inhibición de los canales KV produce 
despolarización de la membrana, apertura de los canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje de tipo L, aumento de la concentración de Ca2+ 
intracelular y vasoconstricción (figura I-5). Además, el aumento de la 
[Ca2+]i induce proliferación de músculo liso (Moudgil et al., 2006) e 
inhibición de la apoptosis (Platoshyn et al., 2006), por lo que los canales 
KV desempeñan también un papel importante en el remodelado vascular 
(Remillard y Yuan, 2004). Asimismo, los canales KV constituyen la diana 
de mediadores vasoactivos implicados en la HP, siendo activados por el 
NO (Yuan et al 1996) e inhibidos por la ET-1 (Salter et al., 1998; 
Shimoda et al., 1998), el TXA2 (Cogolludo et al., 2003), la angiotensina II 
(AT-II) (Hayabuchi et al., 2001), la serotonina (Cogolludo et al., 2006ª, 
Cogolludo y Pérez-Vizcaíno, 2010), el ácido araquidónico (Smirnov y 
Aaronson, 1996) o la hipoxia (Coppock et al., 2001). En concreto, las 
subunidades KV1.5 y KV2.1 parecen desempeñar un papel importante 
en las AP y la HP. Ambas subunidades están implicadas en la 
vasoconstricción pulmonar hipóxica (Archer et al., 1993). Por otro lado, 
la expresión y función de KV1.5 está disminuida en las AP de pacientes 
con HP (Yuan et al., 1998), y la expresión de ambas subunidades KV1.5 
y KV2.1 está reducida en el modelo de HP inducido por hipoxia 
(Michelakis et al., 2002b). Igualmente, los fármacos anorexigénicos o las 
ROS inhiben KV1.5 y KV2.1 (Weir et al., 1996; Olschewski et al., 2004; 
Cogolludo et al., 2006). Finalmente, los fármacos activadores de canales 
KV (dicloroacetato) o la inserción genética de KV1.5 previenen o revierten 
el remodelado vascular en modelos animales de HP (Pozeg et al., 2003; 





















Figura I-5. Representación esquemática de la implicación de la disminución de 
la función o expresión de los canales KV en el inicio y la progresión de la HP. 
Modificado de Burg et al., 2008 (RVP, resistencia vascular pulmonar; PAP, 
presión arterial pulmonar; HP, hipertensión pulmonar). 
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6. LA RELACIÓN DE LAS PROTEÍNAS MORFOGENÉTICAS 
ÓSEAS CON LA HP. 
 
Las proteínas morfogenéticas óseas (Bone morphogenetic proteins, BMP) 
pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante 
β (Transforming growth factor β, TGF-β). Las BMP regulan varios 
procesos incluyendo la proliferación, la diferenciación y la apoptosis de 
diferentes tipos celulares. Asimismo, desempeñan un papel vital en la 
embriogénesis y en el desarrollo vascular (Massague y Chen, 2000; 
Morrell et al., 2006). Fueron identificadas inicialmente como moléculas 
reguladoras del crecimiento y diferenciación ósea y cartilaginosa, 
aunque en la actualidad sabemos que son citoquinas multifuncionales 
con actividad biológica en gran variedad de tipos celulares, incluyendo 
las CMLV y las células endoteliales (Kawabata et al., 1998; Miyazono et 
al., 2010; Gangopahyay et al., 2011). 
 
 
6.1. Señalización intracelular de BMP. 
De forma similar a otros miembros de la familia del TGF-β, las BMPs 
desencadenan su señal de transducción a través de dos receptores de 
membrana del tipo serina-treonina kinasa que son el receptor de BMP 
de tipo 1 (ALK-3/BMPR1A, ALK-6/BMPR1B o ALK-2/ActR-IA) y de tipo 
2 (BMPR2, ActR-IIa y ActR-IIb) (Massague y Chen, 2000, Machado et al., 
2009), que se ensamblan para formar homo y heterodímeros. Aunque 
ActR-IIa y ActR-IIb pueden ser activados por las BMP y comenzar las 
señales intracelulares en cooperación con BMPR1, es BMPR2 el receptor 
tipo 2 predominante en la señalización de BMP en condiciones 
fisiológicas (Yu., et al 2005). Los ligandos principales identificados para 
BMPR2 son BMP-2, BMP-4, BMP-7, GDF5 (factor de crecimiento y 
diferenciación) y GDF6. El BMPR2 es un receptor activo de forma 
constitutiva que, tras la unión del ligando, forma un complejo con el 
BMPR1 y fosforila un dominio rico en serinas y treoninas situado en la 
porción proximal del receptor BMPR1. La activación del dominio 
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catalítico serina/treonina kinasa de este receptor, inicia la cascada de 
señalización intracelular a través de la fosforilación de las Smad 
activadas por receptor (R-Smad o Smad1/5/8) que hasta su activación 
permanecen unidas a proteínas de membrana tipo anchorinas (p.ej: 
endofina, CD44). Las R-Smad fosforiladas forman a su vez un dímero 
con otra proteína (Co-Smad o Smad4) y este complejo de señalización es 
translocado al interior del núcleo donde regula la transcripción de genes 
que codifican para proteínas con acciones pro-apoptóticas y anti-
proliferativas (figura I-6) (Heldin el al., 1997; Massague y Chen, 2000). 
Existen también otras vías de señalización activadas por BMP que son 
independientes de Smad, y que actúan a través de la activación de MAP 
kinasas, PI3K/AKT, PKC y Rho-GTPasas (Miyazono et al., 2010). De 
hecho, se ha comprobado que la señalización por BMP puede activar a 
p38-MAPK y ERK (Yang et al., 2005; Nohe et al., 2002). La activación de 
cada una de las diferentes vías de señalización depende tanto del 
ligando activador, como del tipo de receptor activado o su dimerización. 
Así, la activación de dímeros de BMPR1 y BMPR2 estimula la vía de las 
Smad, mientras que la activación de homodímeros de BMPR1 con el 
posterior reclutamiento de BMPR2 da lugar a la activación de la vía de 
las MAPK (Nohe et al., 2002). Además de las R-Smad y co-Smads, se 
han identificado en humanos otras proteínas Smad con función 
inhibitoria (I-Smad o Smad 6 y 7). Las Smad inhibitorias compiten con 
co-Smad por la unión a Smad 1, mediando de esta forma un 
mecanismo regulatorio de la señal (Massague and Chen, 2000). 
Asímismo, existe un pseudoreceptor relacionado estructuralmente con 
BMPR1 (BAMBI), capaz de secuestrar a BMPR1 y a BMPR2 impidiendo 
la activación de la señalización intracelular. Adicionalmente, las 
funciones de los receptores tipo 1 y tipo 2 pueden estar sometidos a 
regulación por ubiquitinación y defosforilación (Miyazono et al., 2010). 
En resumen, los efectos de los miembros de la familia del TGF-β son 
complejos y dependen del tipo celular, de los receptores activados, de 
los mecanismos de señalización intracelulares y los programas 
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Figura I-6. Señalización intracelular dependiente de Smad e 
independiente de Smad (MAPK) desencadenada por la activación de los 
receptores de BMP, que estimula la transcripción génica en el núcleo. A su 




6.2. Implicación de BMPR en la patología de la HP. 
Alteraciones o mutaciones en los receptores de la familia TGF-β se han 
asociado a enfermedades en las que la proliferación celular está 
descontrolada, como por ejemplo en cáncer, alteraciones esqueléticas, 
arterosclerosis e HP (Miyazono et al., 2010). Aunque se han descrito 
diversas mutaciones en los receptores TGF-β asociadas a diferentes 
enfermedades, las mutaciones en BMPR2 sólo se han asociado con la 
HP. Más del 60% de los pacientes con HP heredable y ~20% de los 
pacientes con HP idiopática tienen mutaciones en el gen de BMPR2 
(Machado et al., 2001). Además, mutaciones en el gen de BMPR2 que 
impiden la expresión de dicho receptor, son letales durante las primeras 
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etapas de la embriogénesis cuando se presentan en homocigosis (Beppu 
et al., 2000), mientras que ratones con déficit de Smad5 mueren como 
consecuencia de un fallo en la angiogénesis (Yang et al., 1999). Por otro 
lado, la activación de BMPR2 promueve la proliferación, migración y 
supervivencia de las células endoteliales de AP, y participa en la 
activación de la eNOS (Gangopahyay et al., 2011). Las proteínas BMP 
inhiben la proliferación y estimulan la apoptosis de las CMLV de AP de 
individuos sanos (Morrel et al., 2001; Zhang et al., 2003). Sin embargo, 
BMP-2 y BMP-7 generan proliferación en las CMLV de AP de pacientes 
con HP (Takeda et al., 2004). Por otro lado, se ha visto que los ratones 
deficientes para BMPR2 (BMPR2+/-) tienen una mayor respuesta 
contráctil de las AP a 5-HT (Long et al., 2006), así como las mutaciones 
o disminución en la expresión de BMPR2 parecen determinar un 
aumento del estrés oxidativo en humanos, animales y células en cultivo 
(Lane et al., 2011). Además, la disminución de la expresión de BMPR2 o 
BMPR1 se observa en la HP secundaria en humanos y modelos 
animales (Atkisnson et al., 2002; Takahashi et al., 2006; Du L. et al., 
2003; Price et al., 2011). En conjunto estos hechos han dado 
consistencia a la hipótesis de BMP, en la que el fallo o la deficiencia en 
los efectos supresores sobre CMLV y protectores sobre las células 
endoteliales, trae asociado procesos proliferativos y de remodelado 
(Chan y Loscalzo, 2008). 
En conclusión, el gran número de evidencias de desarrollo de HP 
idiopática o secundaria en pacientes con mutaciones o deficiencia de 
BMPR1 o BMPR2, hacen que las alteraciones en BMPR sean 
consideradas uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo 
de HP (Deng et al., 2000; Lane et al., 2000; Machado et al., 2001). 
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7. LA HIPOXIA Y LA HP. 
 
En el contexto de esta Tesis Doctoral se entiende por hipoxia a aquella 
condición en la que la presión parcial de O2 atmosférico cae por debajo 
de 160 mmHg (<21% de O2). Las respuestas vasculares ante la hipoxia 
difieren entre las arterias sistémicas y las pulmonares. Mientras las 
arterias sistémicas sufren vasodilatación, las arterias pulmonares 
responden con una vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH). Como se 
ha mencionado al principio de esta introducción, la VPH es un 
mecanismo fisiológico que permite derivar el flujo sanguíneo de zonas 
poco ventiladas a zonas mejor ventiladas, mejorando el acoplamiento de 
ventilación-perfusión. La hipoxia es capaz de inducir contracción de AP 
sin endotelio y CMLV de AP (Yuan et al., 1990; Murray et al., 1990), lo 
que indica que es una propiedad intrínseca de las CMLV de AP en 
respuesta a la hipoxia alveolar. 
 
 
7.1. La vasoconstricción pulmonar hipóxica. 
A pesar de las investigaciones realizadas, el mecanismo de la VPH sigue 
siendo controvertido en la actualidad. En general, existe un consenso 
acerca de la participación de unos sensores del estado redox celular 
(mitocondria, NADPH oxidasa), unos mediadores en la señalización 
(ROS) que regulan la actividad de los efectores finales, entre los que se 
encuentran diferentes canales de potasio, canales de calcio de entrada 
capacitativa y proteínas implicadas en la sensibilización al calcio (Yuan 
et al., 1993; Archer et al., 1993; Robertson et al., 2000; Waypa et al., 
2001; Waypa y Schumacker, 2005; Weissman et al., 2006; Gurney y 
Joshi, 2006; Cogolludo et al., 2009; Perez-Vizcaino et al., 2010; 
Sylvester et al., 2012). A lo largo de los últimos años nuestro grupo ha 
elaborado y confirmado una novedosa vía de señalización que completa 
los conocimientos existentes sobre la VPH. En ella se establece a la 
esfingomielinasa neutra (nSMasa) como mediador redox en las CMLV de 
AP, que en condiciones de hipoxia aguda media la producción de 
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ceramida a partir de la esfingomielina de la membrana. A su vez la 
ceramida es capaz de activar la PKCζ  que se encarga de la fosforilación 
de la subunidad reguladora p47phox y por tanto de la activación de la 
NADPH oxidasa y la producción de ROS. Este hecho determina el cierre 
de los canales KV, la despolarización de las CMLV, la apertura de los 
canales de Ca2+ voltaje dependiente y la contracción de las AP (figura I-
7) (Cogolludo et al., 2009; Frazziano et al., 2011). 
 
Figura I-7. Vía de la vasoconstricción pulmonar hipóxica mediada por la 




7.2. Contribución de la hipoxia a la patogénesis de la HP. 
En la exposición a elevada altitud o en enfermedades pulmonares como 
la atelectasia, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica o la apnea 
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del sueño, existe una hipoxia alveolar generalizada que induce una 
VPH, que puede dar lugar al desarrollo de HP y fallo ventricular 
derecho. Por otro lado, en enfermedades como el síndrome de distrés 
respiratorio, neumonía, sépsis o cirrosis hepática, la VPH es deficiente 
lo que conduce a un mal acoplamiento de la ventilación-perfusión y 
finalmente a una hipoxia generalizada o hipoxemia. Además, se ha 
demostrado que la exposición a hipoxia modifica la producción de ROS 
actuando sobre sus fuentes productoras (Archer et al., 1993; Aaronson 
et al., 2006; Frazziano et al., 2011) y sobre la maquinaria antioxidante 
(Bonnet et al., 2006; Bowers et al., 2004). La hipoxia actúa 
estabilizando y aumentando la expresión del factor de transcripción 
inducido por hipoxia (hypoxic-inducible factor-α, HIF-α) que en 
condiciones de normoxia tiene una vida media corta. El HIF es el 
encargado de regular la expresión de la mayoría de los genes implicados 
en la respuesta fisiológica y patológica a la hipoxia (Tuder et al., 2007). 
Igualmente, en estados de hipoxia prolongados aumenta la expresión de 
ET-1, del transportador de 5-HT, disminuye la expresión y actividad de 
los canales de potasio, aumenta la liberación de factores de crecimiento, 
5-HT y TXA2, aumenta el calcio intracelular y se activan mecanismos de 
sensibilización al calcio. En definitiva, la exposición aguda a hipoxia 
produce despolarización de las CMLV y vasoconstricción de AP, 
mientras que la hipoxia crónica tiene efectos antiapoptóticos, 
proliferativos y migratorios que dan lugar al remodelado vascular 
inducido por hipoxia (Sylvester et al., 2012; Faller, 1999; Callebert et 
al., 2006; Olchewski et al., 2002; Humbert et al., 2004; Chan y 




8. LA DIABETES MELLITUS 
 
La glucosa es la principal fuente de energía celular. En condiciones 
fisiológicas sus niveles plasmáticos están estrechamente regulados por 
dos hormonas, el glucagón y la insulina. La insulina en una hormona 
polipeptídica generada por las células β de los islotes de Langerhans 
pancreáticos, y sus efectos determinan una disminución de la glucemia 
y un aumento del metabolismo anabólico celular. 
Se define como Diabetes mellitus (DM) a un amplio grupo de 
enfermedades metabólicas, caracterizadas por hiperglucemia y defectos 
en el metabolismo de carbohidratos, proteínas y grasas. Además, todas 
ellas comparten defectos en la secreción de la insulina y/o en la acción 
de la insulina. Se distinguen 4 tipos de DM: (1) la DM tipo 1 o 
dependiente de insulina, (2) la DM tipo 2 o no dependiente de insulina, 
(3), DM gestacional y (4) un grupo general que abarca otras DM 
causadas por alteraciones genéticas en diversos factores de trascripción 
que intervienen en el desarrollo embrionario (Maturity Onset Diabetes of 
theYoung, MODY), por enfermedades pancreáticas, por infecciones, por 
tratamientos farmacológicos o asociada a otros síndromes.  
 
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) en la actualidad hay 
aproximadamente 346 millones de personas con DM, un 5 % de la 
población mundial, de los cuales un 10 % tiene DM tipo 1 y un 90 % 
DM tipo 2 (Creager et al., 2003). Esta incidencia de la DM tipo 2 
aumentará aún más en los próximos años como consecuencia del 
aumento de estilos de vida que favorecen la obesidad (Mokdad et al., 
2001a y 2001b). 
 
 
8.1. Diabetes mellitus tipo 1. 
La DM tipo 1 se caracteriza por la ausencia de secreción de insulina con 
elevados niveles de glucagón, es por ello que también puede ser 
denominada como DM dependiente de insulina. Las causas que la 
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originan son complejas, pero pueden ser explicadas por la participación 
conjunta de una predisposición genética y de factores ambientales, que 
en un 90% de los casos, resultan en una respuesta autoinmune y 
destrucción de las células β pancreáticas. En la muerte de las células β 
participan las moléculas oxidantes derivadas del óxido nítrico y los 
efectos citotóxicos directos de las células T CD8+. La destrucción de los 
islotes es mediada por autoanticuerpos y linfocitos T, aunque estos 
segundos parecen desempeñar un papel más importante ya que la 
transferencia de anticuerpos no es capaz de reproducir la destrucción 
de células b en animales. Entre las moléculas descritas responsables de 
los procesos autoinmunitarios de la diabetes se encuentran la insulina, 
la descarboxilasa de ácido glutámico, la sintasa del ácido γ-
aminobutírico, las fosfatasas de tirosina ICA-512/IA-2 y la fogrina 
(proteína relacionada con los gránulos secretores de insulina). Sin 
embargo, sólo la insulina es exclusiva de las células β pancreáticas. El 
inicio de la enfermedad se establece frecuentemente durante la infancia 
o la juventud, pero puede ser desarrollada también durante la etapa 
adulta (Harrison, 2009). 
 
 
8.2. Diabetes mellitus tipo 2. 
La DM tipo 2 se caracteriza por una resistencia a la acción de la 
insulina en combinación con una secreción alterada de la misma, 
aumento de la gluconeogénesis hepàtica y un metabolismo lipídico 
alterado. A diferencia de la DM tipo 1, en la DM tipo 2 existe una 
sobreproducción de insulina que puede compensar, al menos 
temporalmente, la resistencia periférica a los efectos de la insulina, por 
lo que también se ha denominado DM independiente de insulina. En la 
DM de tipo 2, la resistencia hepática a la insulina da lugar a una 
incapacidad de suprimir la gluconeogénesis, lo que produce 
hiperglucemia en ayunas y disminución del almacenamiento de glucosa 
en el hígado en el periodo posprandial. El aumento de la producción 
hepática de glucosa ocurre en una fase temprana de la evolución de la 
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diabetes. Como resultado de la resistencia a la insulina en tejido 
adiposo y la obesidad, el flujo de ácidos grasos libres desde los 
adipocitos aumenta y ello hace que se incremente la síntesis de 
triglicéridos y lípipoproteínas de alta densidad (LDL y VLDL) y que 
disminuya los niveles de lipoproteínas de alta densidad (HDL y VHDL) 
que da lugar a la dislipidemia característica de la DM tipo 2. 
Clásicamente ha sido considerada de aparición durante la etapa adulta. 
Sin embargo, los factores que están asociados a su desarrollo (obesidad, 
inactividad física, dieta hipercalórica) son cada vez más comunes entre 
los jóvenes, por lo que en la actualidad también puede darse a edades 
tempranas (Harrison, 2009; Mokdad et al., 2001a y 2001b). 
 
 
8.3. Diabetes mellitus y la patología cardiovascular sistémica. 
La diabetes constituye el principal factor de riesgo de morbilidad y 
mortalidad cardiovascular (Beckman et al., 2002; Taylor et al., 1994; 
Luscher et al., 2003). De hecho, se ha relacionado la duración y 
gravedad de la diabetes con la incidencia de enfermedad vascular (Jude 
et al., 2001). Asimismo, las alteraciones cardiovasculares son la 
principal causa de muerte entre los pacientes con diabetes (Thomas et 
al., 2003). Entre las alteraciones macrovasculares se encuentran la 
aterosclerosis y la calcificación de la capa media, mientras que las 
alteraciones microvasculares abarcan la retinopatía y la nefropatía, 
siendo éstas últimas las principales causas de ceguera y fallo renal, 
respectivamente (Creager et al., 2003). Las alteraciones vasculares y la 
mayor incidencia de hipertensión en pacientes diabéticos aumentan el 
riesgo de sufrir infarto de miocardio, accidentes cerebro vasculares, así 
como procesos isquémicos en las extremidades que terminan en 
amputación del miembro (Abbott et al., 1990; Beckman et al., 2002; 
Thomas et al., 2003). Además, la patología vascular diabética se ha 
asociado con el desarrollo de demencia y la enfermedad de Alzheimer 
(Luchsinger et al., 2001). 
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El tono vascular en la diabetes está caracterizado por un aumento de la 
actividad de agentes vasoconstrictores, como la angiotensina II o la ET, 
y una disminución de la vasodilatación dependiente de endotelio (Klein 
et al., 1996; Rodriguez-Mañas et al., 2003; Shi et al., 2007). Asimismo, 
la diabetes disminuye la disponibilidad de NO debido a la deficiencia de 
insulina o al defecto en la señalización de la insulina en las células 
endoteliales (Brownlee, 2001 y 2005). Además, en la diabetes se 
produce un aumento de la permeabilidad capilar que genera 
extravasación y depósitos proteicos, que junto a la sobreproducción de 
matriz extracelular inducida por factores de crecimiento como el TGF-β, 
dan lugar a una obstrucción capilar progresiva (Brownlee, 2001; 
Creager et al., 2003). Por otro lado, los daños en la capa endotelial 
aumentan las alteraciones tromboembólicas y favorecen la 
aterosclerosis y sus complicaciones (Creager et al., 2003; Frisbee, 
2005). En la diabetes, el aumento mantenido de glucemia induce un 
estado proinflamatorio crónico que contribuye a la disfunción 
endotelial, alterando la expresión de genes importantes para la 
homeostasis vascular y aumentando la producción de ROS (Nacci et al., 
2009; Cohen y Tong, 2010; Jay et al., 2006; Dokken et al., 2008, Giacco 
y Brownlee, 2010).  
 
 
8.4. Mecanismos moleculares del daño vascular en la patología 
diabética.  
Se ha señalado a la hiperglucemia y a la hiperinsulinemia como 
elementos clave en el desarrollo de alteraciones asociadas a la patología 
diabética.  
 
8.4.1. La hiperglucemia. La hiperglucemia generada en la diabetes 
afecta principalmente a determinadas células directamente relacionadas 
con la patología diabética, como son las células mesangiales, las 
neuronas, la microglia y las células endoteliales (Naudi et al., 2012). Se 
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ha descrito que la hiperglucemia desarrolla sus efectos patológicos a 
través de 4 mecanismos (figura I-7) (Brownlee, 2001 y 2005): 
 
1) Aumento de la vía del poliol. La aldosa reductasa es la enzima 
encargada de reducir diferentes sustratos carbonílicos a sus respectivos 
azúcares alcohólicos. En el caso de la glucosa se reduce a sorbitol 
mediante el consumo de NADPH. Las principales alteraciones debidas a 
la activación de esta vía se deben principalmente a daños osmóticos, ya 
que el sorbitol no difunde fácilmente a través de la membrana. Sin 
embargo, esta vía parece tener más implicación en la neuropatía 
diabética que en la patología cardiovascular asociada a la diabetes. 
 
2) La glicosilación de proteínas. La glicosilación no enzimática de 
proteínas da lugar a la formación de los denominados productos finales 
de glicosilación avanzada (Advanced glycation end-products, AGE). La 
glicosilación es debida principalmente a productos oxidados de la 
glucosa (glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglucosona). La glicosilación de 
proteínas altera su función. Así, se producen interacciones anómalas 
entre células cuando se generan a nivel de la matriz extracelular, y a 
través de la unión a receptores específicos (RAGE), activan la 
producción de ROS y modifican la expresión génica a través de NF-κB. 
Estos productos se han visto asociados con una disminución de la 
elasticidad de vasos de gran calibre, en el aumento de la permeabilidad 
capilar e infiltrados carotídeos (Huijberts et al., 1993), aumento de la 
producción de citoquinas, factores de crecimiento, factores 
protrombóticos y proinflamatorios en macrófagos y células endoteliales 
(Schmidt et al., 1995; Ramasamy et al., 2011; Yamagishi et al., 2011). 
 
3) Activación de las proteínas kinasa C (PKC). En condiciones de 
hiperglucemia aumentan los niveles intracelulares de DAG, activando 
de este modo diferentes isoformas de las PKC (α, β, δ, ε). También se ha 
descrito una activación de PKC de forma indirecta a través de AGE y por 
un aumento de ROS. La activación de diferentes isoformas de PKC en 
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hiperglucemia da lugar a una disminución de la producción de NO y/o 
aumento de la actividad de endotelina, a la activación de NADPH 
oxidasa y a un aumento de la acumulación de proteínas de matriz en 
vasos de pequeño calibre, por aumento de la expresión de fibronectina, 
colágeno y TGF-β. Es por ello que la activación de las isoformas de PKC 
por hiperglucemia generan un desequilibrio en el tono vascular, un 
aumento de la permeabilidad vascular, disminución de la fibrinolisis y 
procesos proinflamatorios (Brownlee, 2001; Giacco y Brownlee, 2010; 
Wang et al., 2011; Yang et al., 2012; Vetri et al., 2012). 
 
4) Aumento de la vía de las hexosaminas. En esta vía la fructosa-6-
fosfato es desviada de la glucolisis para dar lugar a UDP-N-
acetilglucosamina, que a su vez se emplea en la modificación 
postranslacional de proteínas. Se ha descrito que la transferencia de un 
residuo de N-acetilglucosamina en la eNOS bloquea su activación por 
Akt.  Asimismo, se ha descrito que estos residuos de N-
acetilglucosamina reducen la expresión de SERCA en el retículo 
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Figura I-8. Representación de las cuatro vías principales activadas por la 
hiperglucemia y algunas de las alteraciones celulares que inducen. GADPH, 
gliceraldehido-3-P deshidrogenasa; DHAP; dihidroxiacetona fosfato; DAG, 
diacilglicerol; IL-1, interleucina 1; TNF-α, factor necrosante tumoral-α; VCAM-1, 
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proteína de adhesión celular vacular 1; PDGF, factor de crecimiento derivado de 
plaquetas (adaptado de Brownlee et al., 2001). 
 
El hecho de que el estricto control de la glucemia en los pacientes 
diabéticos reduce, pero no suprime, el riesgo de accidente 
cardiovascular, sugiere que existe una progresión del daño vascular a 
pesar de la corrección de la hiperglucemia. A esto se le ha llamado 
memoria glucémica (Nathan et al., 2005; Nielson y Lange, 2005; 
Muhlestein et al, 2003; Ihnat et al., 2007a y 2007b). Se ha atribuido 
esta memoria glucémica a los cambios epigenéticos y de expresión 
inducidos por ROS y AGE (Ihnat et al., 2007a). 
 
 
8.4.2. La resistencia la insulina. La resistencia a la insulina se da en 
los individuos con DM tipo 2 y en 2/3 de los pacientes considerados 
prediabéticos (Bonora et al., 1998). En individuos sin obesidad y sin 
diabetes, la existencia de resistencia a la insulina está relacionada con 
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares independientemente de 
la existencia de otros factores de riesgo (Yip et al., 1998; Rutter et al., 
2005). La resistencia a la insulina en adipocitos, aumenta la liberación 
de ácidos grasos desde los reservorios de triglicéridos. Del mismo modo, 
la ausencia de la señalización de la insulina en las células endoteliales 
lleva a un elevado metabolismo oxidativo de estos ácidos grasos libres, 
generando un aumento de las ROS mitocondriales y de las ROS 
generadas por la NADPH oxidasa (Du Y et al, 2003; Du X et al., 2006, 
Giacco y Brownlee, 2010; Meigs et al., 2007). Asimismo, los ácidos 
grasos libres disminuyen la actividad de la sintasa de PGI2, disminuyen 
la vasodilatación dependiente de eNOS y generan estímulos 
proinflamatorios (Steinberg y Baron, 1997; Du X et al., 2006). Por otro 
lado, en la resistencia a la insulina existen unos niveles de BH4 
disminuidos, lo que lleva a un desacoplamiento de la eNOS, producción 
de ROS y a la disfunción endotelial (Shinozaki et al., 2004). Se ha 
demostrado que los propios ácidos grasos libres pueden inducir 
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resistencia a la insulina, generando de este modo una retroalimentación 
positiva (Boden et el., 1994). Igualmente se ha comprobado que la ET-1, 
cuyos niveles están aumentados en la diabetes, también es capaz de 
generar resistencia a la insulina (Jiang et al., 1999). 
 
8.5. La Diabetes mellitus y la patología pulmonar. 
Los datos acerca de la influencia de la diabetes sobre la función 
pulmonar son variados y dispares. Por un lado existen estudios que 
describen una disminución del volumen pulmonar en pacientes 
diabéticos, mientras que en otros no se han encontrado cambios 
comparando con pacientes sanos (van den Borst et al., 2010). El tejido 
pulmonar es rico en colágeno y elastina, ambos susceptibles de sufrir 
glicosilación no enzimática generando rigidez del parénquima pulmonar 
(Sandler, 1990). En estudios anatómicos post mortem en pacientes 
diabéticos se ha descrito un engrosamiento del epitelio alveolar y de la 
lámina basal de los capilares pulmonares (Vracko et al., 1979). Se han 
observado restricciones en la ventilación, disminución de la capacidad 
de difusión gaseosa y de la capacidad vital pulmonar en pacientes 
diabéticos, y estas alteraciones presentan una relación inversamente 
proporcional a los niveles de hemoglobina glicosilada (Tiengo et al., 
2008; Guvener et al., 2003; Niranja et al., 1997). Otros estudios han 
demostrado disfunción respiratoria en diabetes debida a alteraciones 
neuromusculares y diafragmáticas. Sin embargo, esta disfunción está 
asociada a las complicaciones neuropáticas diabéticas más que a 
alteraciones pulmonares propiamente dichas (Kabitz et al., 2008; Incalzi 
et al., 2002).  
 
Recientes estudios epidemiológicos han asociado a la diabetes con la 
hipertensión pulmonar. Así, pacientes los pacientes diabéticos 
presentan alteraciones plaquetarias y fibrinolíticas que generan un 
estado trobogénico y aumenta la prevalencia de tromboembolismo 
pulmonar e HP, independientemente de enfermedades coronarias, 
hipertensión, fallo cardiaco congestivo, consumo de tabaco o 
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hipertensión (Movahed et al., 2005). Por otro lado, la resistencia a la 
insulina es más frecuente entre pacientes con HP que en la población 
en general. Además, los pacientes con resistencia a la insulina 
desarrollan una HP más grave y con una menor supervivencia, 
estableciendo a la resistencia a la insulina como un factor predictor de 
hospitalización por fallo cardiaco derecho (Zamanian et al., 2009). 
Asimismo, una condición estrechamente asociada a la resistencia a la 
insulina y la diabetes como lo es la obesidad, podría contribuir al 
desarrollo de una HP más grave en pacientes genéticamente 
predispuestos (Taraseviciute y Voelkel, 2006). Se ha observado que la 
HP es más grave en pacientes con enfermedad obstructiva crónica 
(EPOC) y DM tipo 2 que en pacientes con sólo EPOC (Makarevich et al., 
2007). A nivel experimental, durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral 
se ha descrito una menor respuesta a agentes vasconstrictores de las 
AP de rata diabéticas tipo 1 sugiriendo una oposición de la diabetes tipo 
1 al desarrollo de HP (Gurney y Howarth, 2009). Por otro lado se ha 
comprobado que ratones apoE-/- con dieta alta en grasa, como modelo 
de resistencia a la insulina, desarrollan HP con una elevación de la 
presión sistólica ventricular derecha, hipertrofia del ventrículo derecho 
y remodelado arterial pulmonar, que se previene con el fármaco 
antidiabético rosiglitazona (Hansmann et al., 2007). 
 
 
A pesar de la extensa investigación de los efectos de la diabetes en 
diferentes órganos diana y en la vasculatura sistémica, poco se sabe de 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS. 
 
La HP es un síndrome caracterizado por una elevación mantenida en la 
presión arterial pulmonar media por encima de 25 mm Hg en reposo. Se 
trata de una enfermedad con una compleja fisiopatología y de etiología 
multifactorial. Se caracteriza por un aumento de la resistencia vascular 
pulmonar y vasoconstricción de las AP, una excesiva proliferación de las 
CMLV de las AP y remodelado vascular pulmonar, así como con 
procesos trombóticos a nivel pulmonar.  
La diabetes es una enfermedad metabólica con repercusión 
multiorgánica, caracterizada por hiperglucemia y alteraciones en la 
producción y/o acción de la insulina. En la actualidad se calcula que 
afecta a un 5% de la población mundial y es considerada la pandemia 
del siglo XXI. Las alteraciones vasculares generadas por la diabetes han 
sido ampliamente estudiadas a nivel sistémico. Sin embargo, sus 
efectos a nivel pulmonar permanecen sin caracterizar. Recientemente se 
han publicado datos epidemiológicos que relacionan la diabetes con la 
HP, pero no se disponen de evidencias experimentales que apoyen la 
relación entre ambas patologías. Por ello, es necesario caracterizar las 
alteraciones pulmonares originadas por la diabetes a nivel pulmonar, 
así como profundizar en el estudio de aspectos funcionales, histológicos 
y moleculares que relacionen esta patología metabólica con la HP. 
 
La hipótesis de esta Tesis Doctoral es que la diabetes mellitus podría 
ser un factor de riesgo que predispone y acelera el desarrollo de HP, 
induciendo de manera temprana las alteraciones funcionales, 
histológicas y moleculares características de la HP. 
 
El objetivo general de esta Tesis Doctoral es la caracterización de las 
alteraciones pulmonares desarrolladas en la diabetes tipo 1 y en la 
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resistencia a la insulina, profundizando en el estudio de marcadores 
característicos de la HP con la intención de aportar evidencias 
experimentales que permitan determinar la posible relación entre la 
diabetes y la HP. El objetivo general se desglosa en los objetivos 
concretos que se detallan a continuación. 
En la primera parte de esta Tesis Doctoral se planteó el estudio de los 
siguientes objetivos concretos en el modelo de diabetes tipo 1 inducido 
por estreptozotocina y en el modelo de resistencia a la insulina de ratas 
Zucker obesas: 
1. Analizar la función endotelial en las AP, caracterizando la 
producción, disponibilidad y efectos de la vía del NO. 
2. Estudiar la respuesta de las AP a vasoconstrictores asociados a la 
HP, profundizando en los mecanismos implicados en su 
respuesta. 
3. Identificar cambios en los marcadores característicos de la HP 
como son la expresión de BMPR2, la densidad de las corrientes 
KV en las CMLV de AP, la expresión de canales KV
4. Medir la PAP y cuantificar el grado de hipertrofia del VD. 
1.5 y el 
remodelado vascular pulmonar. 
 
En la segunda parte de la Tesis Doctoral desarrollamos unos objetivos 
adicionales derivados de los resultados previos. Generamos 
condiciones de diabetes tipo 1, de hipoxia moderada y su combinación 
para el estudio de los siguientes objetivos: 
5. Analizar alteraciones tempranas de la HP como la función 
endotelial de las AP, el remodelado vascular pulmonar y los 
marcadores de HP (densidad de corriente KV, BMPR2 y 
marcadores de inflamación pulmonar) comparando los cambios 
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en condiciones de diabetes, hipoxia moderada y en combinación 
de ambas condiciones. 
6.  Medir la PAP y analizar el remodelado cardiaco como valores 
determinantes del establecimiento de HP comparándolos en 
condiciones de diabetes, de hipoxia moderada y en combinación 
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y MODELOS
 
. 
Durante la realización de esta Tesis doctoral se dispuso de dos modelos 
comúnmente empleados en el estudio de la patología diabética, con el 
objetivo de analizar diferentes parámetros de función pulmonar bajo las 
condiciones que se detallan a continuación. 
 
1.1. Modelo de diabetes tipo 1. 
El modelo de diabetes tipo 1 se indujo tras una única inyección 
intraperitoneal de la toxina estreptozotocina (70 mg/Kg). La 
estrepozotocina es una metilnitrosourea que modifica las hexosas 
mediante la inserción de un grupo nitrosourea. Esta toxina produce 
daños específicos sobre células que expresan el receptor de glucosa de 
baja afinidad Glut2, principalmente células β-pancreáticas, hígado y 
riñón. Las células que captan las hexosas modificadas sufren 
alquilación del ADN, depleción de ATP y muerte por necrosis. Debido a 
su toxicidad sobre las células β-pancreáticas, se establece un estado de 
diabetes tipo 1 en el que la secreción de insulina se ve suprimida. En la 
primera parte del trabajo, que se realizó en colaboración con el grupo 
del Dr.López-López (Puebla, Méjico) se emplearon ratas Sprague-Dawley 
macho (150-200g), aleatoriamente distribuidas en grupos control 
(salino) y diabético, seguidas durante 6 semanas o 4 meses. En estudios 
posteriores se trató con insulina glargina (5 unidades/kg, una vez al 
día) a ratas inyectadas con estreptozotocina seleccionadas 
aleatoriamente. Se confirmó la inducción de diabetes analizando los 




1.2. Modelo de resistencia a la insulina. 
Para el estudio de la función de las arterias pulmonares en el modelo de 
diabetes tipo 2 se emplearon ratas Zucker obesas (fa/fa) de 17-18 
semanas de edad, y su correspondiente grupo control (Lean) cedidas por 
la Dra. Dolores Prieto. El modelo de ratas Zucker presenta un cambio 
aminoacídico (Gln269Pro) en la región extracelular del receptor de 
leptina que resulta en una pérdida de función de dicho receptor. Como 
consecuencia se originan diferentes alteraciones entre las que cabe 
destacar hiperfagia, hiperplasia e hipertrofia de adipocitos, dislipemia, 
intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina e hiperinsulinemia 
(Takaya et al., 1996). Es un modelo empleado en el estudio de 
alteraciones asociadas a la obesidad, la diabetes y el síndrome 
metabólico. 
 
1.3. Modelo de diabetes tipo 1 e hipoxia moderada. 
En el posterior análisis de las alteraciones que se producen en 
condiciones de diabetes tipo 1 e hipoxia moderada, se emplearon ratas 
Wistar-Kyoto macho (250-300 g) divididas en grupos control y diabético. 
A las 4 semanas de la inyección con estreptozotocina, ratas 
aleatoriamente seleccionadas de ambos grupos fueron sometidas a 
condiciones de normoxia o de hipoxia moderada normobárica (14±1 % 
de O2) por un período adicional de 2 semanas (n=7 de cada grupo). Para 
ello, fueron introducidas en cámaras ventiladas con aire ambiental 
(normoxia) o con una mezcla de N2 y aire ambiental (hipoxia). En ambas 
cámaras se colocó un adsorbente de CO2 y se controlaron los niveles de 
O2
 
 mediante un electrodo (DrDAC oxygen sensor, Pico Technology). 
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Todos los procedimientos se realizaron conforme a la Guía para el 
cuidado y el uso de animales de laboratorios (NIH n° publicación 85-23, 
revisado 1996) y fueron aprobados por el Comité de experimentación 




MEDIDA DE LA PRESIÓN ARTERIAL PULMONAR, 
SISTÉMICA Y VENTRICULAR DERECHA. 
Los experimentos de medida de la presión arterial de Puebla (Méjico) se 
realizaron en ratas anestesiadas con pentobarbitona sódica 30-50 
mg/kg mediante una inyección intraperitoneal y ventiladas con aire 
ambiental. La medida de la presión sistémica (PAS) sistólica y diastólica 
se realizó mediante la cateterización de un transductor por la arteria 
carótida derecha. La presión sistólica ventricular derecha (PSVD) se 
midió en ratas con el tórax abierto a través de un transductor 
cateterizado desde la vena yugular derecha, alcanzando el ventrículo 
derecho. 
Para la medida de la presión arterial pulmonar en Madrid, se empleó 
como anestesia una mezcla de ketamina y xilacina (80 mg/kg y 8 
mg/kg respectivamente) de aplicación intraperitoneal. Durante la 
operación las ratas se ventilaban con aire ambiental (volumen tidal de 9 
mL/kg, 60 respiraciones/min, presión al final de la espiración [PEEP] 2 
cm H2O). Se obtuvieron medidas de la PSVD, de la presión arterial 
pulmonar sistólica, diastólica y media (PAPS, PAPD y PAPM 
respectivamente) mediante la cateterización a tórax abierto a través del 






Tras el sacrificio de las ratas se extrajeron los pulmones y el corazón, 
que fueron inmediatamente sumergidos y lavados en una solución 
fisiológica Krebs con una composición en mM de NaCl 118, KCl 4.75, 
CaCl2 2.0, MgSO4 1.2, NaHCO3 25, KH2PO4
Los pulmones fueron diseccionados para extraer las arterias 
pulmonares de resistencia (0,3-0,5 mm de diámetro) y de conductancia 
(1-1,2 mm de diámetro). 
 1.2 y glucosa 11. Algunos 
de los corazones fueron pesados y diseccionados al instante, para 
separar cuidadosamente el ventrículo derecho (VD) y el ventrículo 
izquierdo con el septo (VI+S). El cálculo del índice de Fulton, un 
indicador de hipertrofia del VD, se realizó según la ecuación VD/ (VI+S). 
Cada tejido fue procesado de forma diferente según la técnica para la 
que iba a ser empleado. En los sucesivos apartados de material y 
métodos se describirá con detalle el tratamiento y soluciones empleadas 





Corazones. Los corazones fueron fijados con formol al 4% y embebidos 
en parafina para su posterior procesamiento en cortes de 1 mm de 
grosor. Los cortes fueron fotografiados y analizados mediante imageJ 
(versión 1.41, National Institute of Health, USA). 
Arterias pulmonares (AP). Las AP sin fijar fueron incluidas en OCT, 
congeladas y cortadas transversalmente en rebanadas de 20 µm para su 
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posterior utilización en los experimentos de detección de la producción 
de superóxido y para los experimentos de detección de la subunidad 
p47phox
 
 mediante inmunohistoquímica. 
Pulmones. Sistemáticamente el pulmón derecho de cada animal se 
fijaba in situ por medio de una inyección de formol a través de la 
tráquea y, a continuación, se incluía en parafina. Posteriormente, se 
realizaron cortes que fueron teñidos con hematoxilina/eosina y 
tricrómico de Masson para su análisis. Los cortes fueron analizados al 
microscopio donde la elastina fue identificada por su autoflurescencia. 
Las arterias de calibre entre 25-300 µm se analizaron y clasificaron en 
musculares, parcialmente musculares o no musculares bajo 
condiciones de ciego experimental según describieron Meyrick et al. 
(1978). El diámetro exterior a la lámina elástica y el diámetro interior a 
la lámina elástica fueron medidos usando el programa informático 
ImageJ (versión 1.41, National Institute of Health, USA). Se midieron 5-6 
arterias con un diámetro externo entre 25-75 µm de cada animal. Se 
calculó el grosor de la capa media, el área transversal de la capa media 
y el área transversal total. Para determinar el remodelado vascular se 
calculó el grosor porcentual de la capa media (grosor de la capa media/ 
diámetro interno x 100) y el área porcentual de la capa media (área 
transversal de la capa media/ área transversal total x 100). 
 
5. DETECCIÓN DE SUPERÓXIDO (O2-
 
). 
Los cortes de AP descritos anteriormente fueron incubados en solución 
de Hepes con 4,6-diamidin-2-fenilindol diclorohidrato (DAPI, 0.3 µM), 
como tinción nuclear, y con dihidroetidio (DHE,10 µM). El DHE penetra 
en las células donde es oxidado por O2- dando lugar a etidio, el cual se 
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intercala en el ADN dando una fluorescencia roja proporcional a la 
cantidad de O2- presente en la célula. Las muestras fueron analizadas 
mediante microscopía con un filtro de excitación de 530 nm o 345 nm y 
uno de emisión de 610 nm o 455 nm para la medida de la fluorescencia 
de DHE y DAPI respectivamente. Tras un período de estabilización de 
30 minutos, se llevó el control temporal de la fluorescencia de las 
arterias control y diabético a lo largo del cual se tomaron fotos de la 
fluorescencia de las muestras. Se empleó el programa ImageJ para la 
medida de la fluorescencia y la producción de O2- 
 
se expresó como la 




6.1. Detección de p47phox en AP
Los cortes de AP fueron fijados con formol al 4% durante 20 minutos y 
se incubaron durante 1 hora con una solución tamponada de fosfatos 
(PBS 0.1 M), con albúmina bovina al 3% y detergente Triton X-100 al 
0.1%, en cámaras humedecidas ubicadas en una estufa a 37ºC. El 
objeto de este tratamiento es la permeabilización celular y el bloqueo de 
las uniones inespecíficas. A continuación, las preparaciones se 
incubaron con un anticuerpo primario capaz de reconocer la subunidad 
p47
. 
phox de la NADPH oxidasa (anti-conejo, dilución 1:500, Santa Cruz 
Biotechnology), seguido de un lavado para eliminar el anticuerpo no 
fijado, un tratamiento final de 1 hora con un anticuerpo secundario de 
cabra anti-conejo conjugado con un fluoroforo (1:200, Jackson 
Immunoresearch Laboratories, Cambridgeshire, UK) y un lavado final. 
Se empleó un microscopio de fluorescencia (modelo Leica, DR IRB, 
Wetzlar, Alemania) conectado con una cámara digital de color Leica 
DC300F para la toma de fotos y el registro de fluorescencia. La medida 
de la expresión de p47phox se realizó mediante el programa ImageJ y se 
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expresó como la relación entre la fluorescencia emitida por el 
anticuerpo secundario frente a la emitida por DAPI. 
 
6.2. 
En este grupo de experimentos, los cortes de pulmón anteriormente 
descritos fueron desparafinados y rehidratados durante 20 minutos a 
95ºC, con un tampón de pH 6 compuesto por citrato sódico 10 mM y 
detergente Tween 20 al 0,05%. De forma similar a lo descrito para el 
apartado anterior, se bloquearon las uniones inespecíficas y se incubó 
con un anticuerpo anti-CD68 (ED1, 1:500, Santa Cruz Biotechnology). 
Posteriormente se empleó el Kit comercial InmunoCruz Mouse ABC 
Staining System, que contiene una solución de bloqueo, un anticuerpo 
secundario de ratón, peroxidasa de rábano y el sustrato para la 
peroxidasa. Se realizó una tinción con hematoxilina que dio una 
coloración azul a los núcleos. A continuación, se expresó 
porcentualmente la cantidad de células marcadas con CD68 corregido 
por el número de núcleos marcados con hematoxilina usando el 
software InmunoRatio (Tuominen et al, 2010).  




ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
Una de las técnicas empleadas en esta Tesis para el análisis de la 
expresión génica fue la Reacción en Cadena de la Polimerasa tras una 
Transcripción Inversa (RT-PCR). Esta técnica de gran sensibilidad nos 
permite comparar entre distintos grupos experimentales los niveles de 
expresión de pequeñas cantidades de ARNm. 
El aislamiento del ARN total a partir de AP de resistencia o pulmón de 
rata se realizó empleando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Hilden, Germany). 
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El homogenado se centrifugó a 10.000g durante 5 minutos. El 
sobrenadante se mezcló con un volumen igual de etanol al 70% 
provocando la precipitación del ARN, el cual se retiene y purifica en las 
columnas proporcionadas en el kit siguiendo el protocolo recomendado 
por la casa comercial. Finalmente, el ARN se disuelve en agua libre de 
ARNasas y se mantiene a -80ºC. La concentración del ARN purificado se 
mide mediante determinación espectrofotométrica a 260nm usando el 
equipo NanoDrop3300 (Thermo scientific). El ADN codificante (ADNc) se 
obtuvo mediante transcripción inversa, siguiendo el protocolo del kit 
iScript de síntesis de ADNc (BioRad, Hemel Hempstead, UK). La PCR en 
tiempo real se realizó usando el sistema Taqman (Roche Diagnostic, 
Mannheim, Alemania) en la unidad de Genómica y Proteómica de la 
Universidad Complutense de Madrid, empleando cebadores sentido y 
antisentido específicos contra las secuencias de los productos que se 
citan a continuación (tabla M-1). 
 
Tabla M-1. Secuencias de los cebadores empleados en esta Tesis Doctoral. 
 Secuencia 5’-3’ 
Kv1.5 Sentido GGAAGAACAAGGCAACCAGA 
Antisentido AGCTGACCTTCCGTTGACC 
iNOS Sentido TTGGAGTTCACCCAGTTGTG 
Antisentido ACATCGAAGCGGCCATAG 
eNOS Sentido GGTATTTGATGCTCGGGACT 
Antisentido TGTGGTTACAGATGTAGGTGAACA 
BMPR2 Sentido CGGGCAGGATAAATCAGGA 
Antisentido CAGGAAAGTAAATTCGGGTGA 





Los datos fueron analizados con ABI Prism 7700 versión 1.9 y los 
resultados se normalizaron respecto a los niveles de expresión del 
ARNm de la β-actina (gen control) expresándose como un porcentaje de 




ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN PROTEICA. 
Para el análisis de le expresión proteica se usaron AP de resistencia o 
pulmones enteros que fueron homogenizados en una solución 
tamponada (HEPES 10 mM (pH 8), KCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 
mM, ditiotreitol 1 mM), con un agente surfactante (NPY40 1%) y con 
una batería de inhibidores de proteasas y fosfatasas (aprotinina 40 
µg/ml, leupeptina 4 µg/ml, p-tosil-L-lisina clorometilcetona sódica 4 
µg/ml, NaF 5 mM, Na2 MoO4 10 mM, NaVO4
Las bandas se visualizaron mediante quimioluminiscencia (ECL, 
Amersham Pharmacia Biotech, UK) y se cuantificaron utilizando un 
programa de análisis densitométrico de imagen (Quantity One, Bio-Rad 
 1 mM, fenilmetanosulfonil 
fluoruro 0.5 mM y ácido okadaico 10 nM). El extracto fue centrifugado, 
separando el sobrenadante sobre el cual se estimó la concentración 
proteica mediante el método de Lowry (Mini protean assay kit, Bio Rad). 
Las proteínas fueron separadas mediante el método SDS-PAGE en geles 
de acrilamida (7,5-12%) siguiendo el método de Laemmli en sistemas de 
mini-geles (Bio-Rad). Posteriormente, las proteínas se transferían a 
membranas de polivinildifluoruro (PVDF) donde eran tratadas con una 
solución de leche libre de grasa al 5% para el bloqueo de uniones 
inespecíficas. A continuación, se incubaban durante 1 hora a 
temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo primario 
(tabla M-2), seguido de un tratamiento con un anticuerpo secundario 
(de conejo o de ratón) conjugado con peroxidasa de rábano. 
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Laboratories). Los valores de cada banda de la proteína en estudio 
fueron corregidos por los valores obtenidos de la banda de una proteína 
control (actina) y expresados como porcentaje de los valores controles. 
 
Tabla M-2. Características de los anticuerpos empleados en esta Tesis 
Doctoral. 
 
Anticuerpo Dilución-Secundario Casa comercial 
Kv1.5 1:200-conejo Alomone Labs 
5-HT2AR 1:250-ratón BD Biosciences Pharmigen 
COX-2 1:200-conejo Cayman Chemical 
SOD-1 1:1000-conejo Stress-Gen 
p47phox 1:200-conejo Santa Cruz Biotechnology 
eNOS 1:2500- ratón 
BD Biosciences 
Transductions 
iNOS 1:5000- ratón 
BD Biosciences 
Transductions 
BMPR2 1:250- ratón 
BD Biosciences 
Transductions 
α-actina 1:10000- ratón Sigma-Aldrich 









Para el registro de la contractilidad vascular se utilizaron baños de 
órganos (copas de Allhin) termostatizados a 37°C y equipados con un 
sistema de oxigenación. Los anillos de arterias se incubaron en solución 
Krebs preparada diariamente y burbujeada con carbógeno (95% 0




), lo que permite mantener un pH de 7,4. Los anillos se montaron 
entre dos alambres en forma de “L”, uno de ellos sujeto al baño y el otro 
a un transductor de fuerza-desplazamiento acoplado a un amplificador 
de señal (Cibertec modelo PRE 2064) y a un ordenador. La 
contractilidad se registró usando un sistema de digitalización y análisis 
de señales (REGxPC de Cibertec, España). Los anillos se sometían a 
una tensión tal que permitiera alcanzar una respuesta contráctil 
óptima. Esta tensión basal óptima (350 mg) se determinó en ensayos 
preliminares. Las arterias se dejaron estabilizar durante 60-90 minutos, 
periodo durante el cual se lavaron las preparaciones cada 30 minutos 
con solución Krebs a 37°C, recuperando la tensión basal cuando era 
necesario. 
9.2. 
El análisis de las respuestas contráctiles de las AP de resistencia se 
realizó en miógrafos (modelo 610M, Danish Myo Technology, Aarhus, 
Dinamarca). Cada arteria se sometió a una tensión correspondiente a 
su diámetro luminal óptimo, es decir, el diámetro al cual cada 
preparación desarrollaba su respuesta contráctil máxima a KCl (125 
mM), utilizando un protocolo de diámetro-tensión que consiste en 
incrementar el diámetro luminal en intervalos de aproximadamente 50 
µm y estimular el vaso en cada uno de los niveles de distensión con KCl 
125 mM (Villamor et al., 2002).  






Para registrar las corrientes de potasio se utilizó la técnica del parche 
de membrana en su configuración de célula entera (whole-cell patch-
clamp). Esta técnica desarrollada a principios de los ochenta (Hamill y 
cols., 1981), permite fijar el potencial de membrana de la célula y 
registrar las corrientes iónicas generadas al aplicar pulsos 
hiperpolarizantes y despolarizantes. El fundamento de esta técnica 
consiste en formar un sello de alta resistencia entre una micropipeta de 
vidrio con un microelectrodo en su interior y la membrana de la célula. 
La micropipeta se llena con la solución interna cuya composición varía 
dependiendo de la corriente a estudiar. Al poner la pipeta sobre la 
superficie de la célula se aplica una presión negativa mediante una 
ligera succión de tal forma que la porción de la membrana localizada en 
la luz de la pipeta se invagina formando un sello de alta resistencia. A 
partir de este punto, para conseguir la configuración whole cell se aplica 
una succión adicional rompiendo la porción de la membrana 
invaginada. Tras la rotura del parche de la membrana entran en 
contacto la solución interna y el citoplasma celular cambiando 
inmediatamente la composición de este último. En estas condiciones se 
fija el potencial de membrana al potencial deseado y se registra la 
corriente generada a través de todos los canales presentes en la 
membrana (corriente macroscópica). 
 
10.1. 
Las AP de resistencia fueron disecadas en una solución fisiológica 
carente de calcio de composición (en mmol/L) NaCl 130, KCl 5, MgCl
Aislamiento de células de músculo liso. 
2 
1.2, glucosa 10, HEPES 10 (ajustado a pH 7.3 con NaOH). Tras haber 
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eliminado el endotelio la arteria es cortada longitudinalmente e 
incubada en una solución enzimática compuesta por (en mg/mL) 
papaína 1, ditiotreitol 0,8 y albúmina 0,7. Tras un tratamiento a 4ºC 
durante 4 minutos y a 37ºC durante 6 minutos en dicha solución 
enzimática, se obtiene una suspensión de células con la que se realizan 
los experimentos dentro de un tiempo limitado a 8 horas máximo. 
 
10.2. 
Las corrientes de membrana se registraron usando un Axopatch 200B y 
una Digidata 1322A (Axon Instruments, Burlingame, CA, USA) a través 
de la técnica del patch-clamp en configuración de célula entera, 
anteriormente descrita. Las pipetas de patch se crearon a partir de 
capilares de cristal de borosilicato (GD-1, Narishige Scientific 
Instruments, Tokio, Japón) usando un estirador y pulidor de pipetas 
horizontal programable (Zeitz DMZ Puller, AutoMate Scientific). Las 
pipetas se rellenaron de una solución interna de características y 
composición similar al interior celular (en mmol/L: KCl 110, MgCl 2 
1.2, Na 2 ATP 5, HEPES 10, EGTA 10). La resistencia de las pipetas en 
contacto con la solución externa fue de 2-4 MΩ. Los protocolos de 
voltaje y adquisición de datos se llevaron a cabo usando el software 
pCLAMP 9.2 (Axon Instruments). La capacitancia celular se determinó 
mediante la integración del artefacto capacitativo transitorio, en 
respuesta a un pulso hiperpolarizante de -10 mV. Para el registro de las 
corrientes iónicas y del potencial de membrana se colocaron dos o tres 
gotas de la solución de células recién aisladas en un baño de 500 µl 
sobre la platina de un microscopio invertido (modelo Leica). Tras un 
periodo de aproximadamente 15 minutos, tiempo necesario para que las 
células se adhirieran al fondo del baño, se perfundió con la solución 
salina fisiológica carente de calcio y se empezaron los experimentos. El 
potencial de membrana se midió en condiciones de fijación de corriente 
(current-clamp) (I=0, frecuencia de muestreo 500 Hz) y el ruido eléctrico 
Registros de las corrientes iónicas. 
Material y métodos
103
se disminuyó mediante una reducción de datos (usando el software 
Clampfit 9.2). Las corrientes Kv (IKV
Una vez abierto el sello se aplicaba una secuencia de pulsos de 200 ms 
de duración a 30 mV cada 10 segundos durante 3 minutos (protocolo 
de steps), hasta que la corriente generada era estable, y seguidamente 
se aplicaba un protocolo IV. En aquellos experimentos en los que se 
estudiaron los efectos agudos de la hipoxia sobre las corrientes, se 
realzaron dos protocolos de steps seguidos de un protocolo IV en cada 
una de las condiciones (normoxia e hipoxia). 
) se registraron a potenciales entre 
+60 mV y -60 mV, desde un potencial de mantenimiento de -60 mV y 
aplicándose pulsos despolarizantes de 200 ms en incrementos de 10 
mV (protocolo IV). Las corrientes se midieron al final del pulso y se 
normalizaron con la capacitancia de la célula, expresándose en pA/pF 




MEDIDA DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA. 
Los homogenizados de pulmón fueron sometidos a tres ciclos de 
congelación y descongelación seguidos de una centrifugación para 
obtener el sobrenadante. La medida de la actividad mieloperoxidasa se 
realizó por espectrofotometría en triplicados de 10 µl de muestra 
mezclados con 90 µl del tampón de reacción (tampón fosfato potásico 50 
mM, O-dianisidina dihidrocloruro 0.167 mg/ml, y H2O2 
 
0.0006%). La 
lectura de las medidas se realizó a 460 nm a lo largo de 6 minutos en 
un espectrofotómetro de placas. Los valores obtenidos fueron 
normalizados por los mg de proteína de cada muestra cuantificados por 







Tabla M-3. Fármacos empleados en esta Tesis Doctoral. 
FÁRMACO ACCIÓN 
Fenilefrina  Agonista α adrenérgico. 
Acetilcolina (ACh) 
Agonista de receptores 
colinérgicos. 
Serotonina (5-HT) 
Agonista de receptores 
serotoninérgicos. 
Nitroprusiato sódico (NPS) 
Donador de NO. Vasodilatador 
independiente de endotelio. 
L-NAME 
(L-nitroarginina-metil-ester) 
Inhibidor no selectivo de las 
enzimas óxido nítrico sintasas. 
(NOS). 
Superóxido dismutasa (SOD) 
Enzima antioxidante que cataliza 
la dismutación de superóxido, 
produciendo H2O2. 
Apocinina Inhibidor de la NADPH oxidasa. 
Ketanserina 
Antagonista de los receptores 5-
HT2A. 
α- metil-5-HT Agonista de los receptores 5-HT2. 
Indometacina 









Agonista de los receptores de IP. 
1400W (dihidrocloruro de N-[[3-
(aminometil)fenll]metil]-
etanimidamida) 
Inhibidor selectivo de la NOS 
inducible. 
Pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno) Donador de aniones superóxido. 
 
Todos los fármacos y reactivos se obtuvieron de Sigma Aldrich, a 
excepción de 1400W y NS398 obtenidos de los laboratorios Calbiochem, 
y U46619 de Merck Biosciences. Los fármacos fueron adecuadamente 
disueltos según su polaridad, siguiendo las recomendaciones de la ficha 





Los resultados se expresan como la media ± el error estándar de la 
media (e.e.m.) para un determinado número de anillos de arterias 
pulmonares o células (n) de distintos animales. Las curvas 
concentración respuesta se ajustaron individualmente a una ecuación 
logarítmica. De cada experimento se calculó el efecto máximo (Emax), la 
concentración efectiva 50 (EC50) y el logaritmo molar negativo de la 
EC50 (pD2). La potencia antagonista de la ketanserina (pKB) se calculó 
según la ecuación indicada a continuación, donde DR es la relación de 
la media de las EC50
]log[)1log( BDRpK B −−=
 de 5-HT en presencia y en ausencia de una 
concentración determinada de ketanserina ([B]). 
 
Los resultados experimentales se analizaron comparando las medias 
mediante la prueba t de Student para muestras pareadas, no pareadas 
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o el análisis de la varianza (ANOVA) de una vía seguido del test de 
Dunnet para observaciones múltiples. El análisis de la distribución de 
las AP en musculares, parcialmente musculares y no musculares, se 
realizó con la prueba χ2. Se consideraron estadísticamente significativas 














1. ESTUDIO DE LA CONTRACTILIDAD DE AP, FUNCIÓN 
ENDOTELIAL Y MARCADORES DE HP EN EL MODELO DE 
DIABETES TIPO 1. 
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1.1. ESTUDIO DE LA CONTRACTILIDAD DE AP EN EL 
MODELO DE DIABETES TIPO 1. 
 
Los anillos de AP de conductancia de ratas control y diabéticas fueron 
estimulados con KCl 80 mM para obtener una contracción sobre la que 
se compara las sucesivas respuestas vasoconstrictoras y que sirve de 
referencia de la capacidad contráctil de las arterias. No se encontraron 
diferencias en la respuesta contráctil a KCl entre AP procedentes de 
ratas controles y diabéticas (374 ± 14 y 373 ± 94 mg, respectivamente). 
Sin embargo, la curva concentración respuesta al agonista de 
receptores α-adrenérgicos fenilefrina (figura R-1A), revela un mayor 
efecto máximo al agonista α en el grupo de ratas diabéticas respecto a 
las controles (Emax= 106 ± 6 vs 83 ± 7% de la respuesta a KCl, n=5 y 6, 
respectivamente; p ≤0.05). Por otro lado, no se vieron diferencias en la 
concentración de fenilefrina necesaria para alcanzar el 50% del efecto 
máximo (pD2 7,40 ± 0,25 vs 7,37 ± 0,10). 
 
Figura R-1. La diabetes produce 
disfunción endotelial de AP. (A) 
Curva concentración respuesta a 
fenilefrina en AP de ratas control y 
diabéticas. (B) Respuesta 
vasodilatadora a Ach en AP 
contraidas con fenilefrina 10-7 M. 
Los resultados están expresado 
como las medias ± e.e.m (n=6 
controles y n=5 diabéticas en A y 
n=13 controles y n=12 diabéticas 
en B). *P<0,05  y ** P<0.01 




1.2. MEDIDA DE LA FUNCIÓN ENDOTELIAL EN EL 
MODELO DE DIABETES TIPO 1. 
 
1.2.1. Respuesta a ACh. 
La función endotelial se valoró analizando la respuesta de los anillos a 
concentraciones crecientes de acetilcolina (ACh) en anillos de AP que 
fueron previamente contraídos con fenilefrina 10-7 M de forma que 
alcanzase un 75% de la respuesta máxima a KCl. El análisis se realizó 
en un total de 12 ratas diabéticas y 13 controles. La respuesta máxima 
a ACh fue significativamente menor en AP de ratas diabéticas que en las 
controles (figura R-1B, Emax 34 ± 6 vs 71 ± 5 % respectivamente, P< 
0,01), mientras que la concentración necesaria para alcanzar el 50% de 
la relajación inducida por ACh no varió significativamente entre grupos 
(pD2 = 6,28 ± 0,10 vs 6,38 ± 0,11). 
 
1.2.2. Contribución de la vía del NO. 
Se comparó en ambos grupos la funcionalidad de la vía del NO a nivel 
de su producción y efectos. Para analizar el papel del NO en la 
relajación inducida por ACh los anillos fueron pretratados con un 
inhibidor no selectivo de NOS (L-NAME 10-4 M). En ambos grupos la 
respuesta a ACh fue inhibida de forma similar tras la incubación con L-
NAME (figura R-2A). Sin embargo, la incubación con L-NAME produjo 
una contracción adicional en las AP de ratas controles que fue 
significativamente mayor que en las AP de ratas diabéticas (figura R-
2B), lo que apunta a que en las AP de ratas control existe una 
producción basal de NO que es mínima en las AP de las ratas 
diabéticas. Así mismo, se realizó una curva concentración respuesta a 
un donador de NO (nitroprusiato sódico, NPS), el cual mimetiza los 
efectos del NO liberado por el endotelio produciendo una vasodilatación 
independiente de endotelio. La curva de respuesta a NPS no mostró 
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diferencias entre ambos grupos (figura R-2C) indicando una correcta 
funcionalidad del final de la vía del NO. Finalmente, la expresión de 
eNOS en homogenizados de pulmón, analizada por western blot, no 













































































































































































































Figura R-2. Función de la vía del NO. (A) Efecto inhibitorio del inhibidor de NO 
sintasa L-NAME (10-4 M), sobre la relajación a ACh en AP controles y diabéticas 
precontraidas con fenilefrina (10-7M). (B) Respuesta contráctil inducida por L-
NAME (10-4 M). (C) Relajación endotelio independiente a NPS en AP 
precontraidas con fenilefrina (10-7M). (D) Imagen representativa y gráfica de 
barras que muestra los valores densitométricos de la expresión proteica de 
eNOS en homogenizados de pulmón, normalizados por los de la β-actina y 
expresados como porcentaje de la expresión del grupo control. Los resultados 
están expresado como las medias ± e.e.m (n=7 controles y n=6 diabéticas en A, 




1.2.3. Participación del anión superóxido. 
La intención de los siguientes experimentos fue analizar la participación 
de O2- en la disfunción endotelial de las AP de ratas diabéticas. El 
pretratamiento con SOD (100 U/mL) produjo un aumento de la 
relajación a ACh (figura R-3A), siendo este efecto más marcado en las 
AP de las ratas diabéticas. Como consecuencia del tratamiento, el efecto 
máximo de la curva a ACh no fue significativamente diferente entre el 
grupo control y diabético (Emax= 91 ± 5 % y 83 ± 4 %, respectivamente).  
Una vez conocida la participación de O2- en la reducción de la respuesta 
a ACh, se caracterizó la producción y localización de dicho anión 
mediante inmunohistoquímica. Se realizaron cortes de AP de grupos 
control y diabético que fueron tratados con DHE. La fluorescencia roja 
derivada de DHE como indicativo de la producción de O2-, fue corregida 
por la fluorescencia emitida por el marcador nuclear DAPI. Los anillos 
de las ratas diabéticas presentaron mayor fluorescencia repartida a lo 
largo de las tres capas (adventicia, media y endotelial) que los cortes de 
AP controles (figura R-3B). De forma complementaria analizamos por 
western blot la expresión de la enzima SOD-1 en homogenizados de AP. 
Paradójicamente la expresión SOD-1 en las muestras de diabéticas fue 
significativamente mayor que en las controles (diabéticas 241 ± 72 % vs 
controles 100 ± 5 %, p ≤ 0,05, figura R-3C). 
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Figura R-3. Papel del 
superóxido. (A) Relajación a 
ACh tras la preincubación 
con SOD (100 U/mL) en AP 
de ratas controles y 
diabéticas, precontraidas 
con fenilefrina (10-7M). (B) 
Imagen (X400) 
representativa de la 
producción de superóxido, 
proporcional a la 
fluorescencia de DHE 
(arriba) y corregida por la 
fluorescencia del marcador 
nuclear DAPI (abajo). 
Gráfica de barras que 
muestra los valores medios 
de la fluorescencia de DHE 
normalizados por DAPI. (C) 
Imagen representativa de la 
expresión de SOD en 
homogenizados de AP. 
Valores densitométricos de 
la expresión de SOD normalizados por los de α-actina y expresados como 
porcentaje de la expresión del grupo control. Los resultados están expresados 
como las medias ± e.e.m. (n=5 controles y n=7 diabéticas en A, y n=6 controles y 



































































































































































































1.2.4 Papel de la enzima NADPH oxidasa. 
Para estudiar el posible papel que desempeña la NADPH oxidasa, se 
incubaron las AP en presencia de su inhibidor apocinina (3x10-4 M) y se 
estudiaron los efectos sobre la relajación a ACh (diabéticas 660 ± 135 % 
vs controles 100 ± 28 %, p ≤ 0,01, figura R-4A). De forma similar a lo 
descrito en el apartado anterior con SOD, la inhibición de la NADPH dio 
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lugar a un aumento de la relajación inducida por ACh. De hecho, en 
presencia de apocinina no hubo diferencias significativas entre las 
respuestas máximas, de los grupos control y diabético (Emax 94 ± 4% y 
108 ± 2% respectivamente). La determinación de la expresión proteica 
de AP reveló que la subunidad reguladora p47phox, estaba aumentada en 
las muestras diabéticas respecto a las controles (figura R-4B). El 
análisis de los experimentos de  inmunohistoquímica realizados con 
anticuerpos dirigidos contra p47phox, permitieron determinar que el 
aumento de dicha subunidad en los cortes de AP de diabéticas  se 




























































































































































Figura R-4. Papel de la NADPH 
oxidasa. Efectos de la 
preincubación con apocinina (300 
µM) sobre la relajación a Ach en 
AP de ratas diabéticas y controles 
contraidas con fenilefrina (10-7 M). 
(B) Imagen representativa de la 
expresión de p47phox en 
homogenizados de AP. Valores α-
actina y expresados como 




grupo control. (C) 
Inmunihistoquímica que muestra 
la localización de p47phox (rojo), la 
autofluorescencia de la elastina 
(verde) y de los núcleos (azul). 
Images (×400) representativas de 
10-12 cortes de 4 AP diferentes. 
Los resultados están expresados 
como la media ± e.e.m. (n=5-6). ** 
P<0.01 comparado con controles. 
117
1.3. ESTUDIO DE MARCADORES DE HIPERTENSIÓN 
PULMONAR EN EL MODELO DE DIABETES TIPO 1. 
 
En una segunda batería de experimentos se analizaron aquellos 
marcadores característicos de la HP descritos en la introducción. Se 
inyectó con estreptozotocina a ratas que fueron seguidas durante seis 
semanas y 4 meses. Entre los parámetros analizados se encuentran la 
presión arterial, la presión del ventrículo derecho, remodelado de la 
vasculatura pulmonar, los patrones de expresión de proteínas clave 
como los canales KV1.5 y el receptor BMPR2, las corrientes de potasio 
en células aisladas y la respuesta de las AP a 5-HT. 
 
1.3.1 Efectos de la diabetes en la presión arterial sistémica (PAS), 
presión sistólica del ventrículo derecho (PSVD) e índice de Fúlton. 
La PAS sistólica y diastólica (figura R-5A), y la PSVD (figura R-5B) 
fueron semejantes entre ambos grupos control y diabético. Tras seis 
semanas de la inyección de la toxina ninguno de los parámetros 
indicadores de hipertrofia cardiaca fueron diferentes con respecto a las 
ratas controles. De este modo, los cocientes del ventrículo derecho libre 
de septo (VD) con la masa corporal (MC), del ventrículo izquierdo con el 
septo (VI+S) con la MC, así como el índice de Fulton [VD/ (VI+S)], no se 
vieron modificados por la diabetes (figura R-5C). 
Sin embargo, en el grupo de diabéticas seguido durante 4 meses se 
encontró un aumento significativo de la PSVD (diabéticas 22,4 ± 1,9 






Figura R-5. (A) Efectos de 
la diabetes sobre la presión 
arterial sistémica (PAS) 
sistólica y diastólica (B) y la 
presión sistólica del 
ventrículo derecho (PSVD). 
(C) Relaciones del peso del 
ventrículo derecho con la 
masa corporal (VD/MC) y el 
índice de Fulton [VD/(VI+S)] 
de los grupos control 
(blanco, n=5) y diabético 
(negro, n=8). Cada barra 







































































































































1.3.2 Remodelado vascular del pulmón. 
Las arterias pulmonares analizadas en tinciones de cortes de pulmón, 
fueron clasificadas en musculares, parcialmente musculares y no 
musculares según su lámina media. La distribución porcentual de los 
tres tipos de arterias no fue estadísticamente significativa entre 
controles y diabéticas (figura R-6). 
Figura R-6. Distribución 
de del porcentaje de 
arterias musculares, 
parcialmente musculares y 
no musculares entre los 
grupos control (blanco) y 
diabético (negro) (n=4). 
Cada barra representa los 

















































1.3.3 Expresión pulmonar de BMPR2. 
Otra proteína directamente implicada en la HP es el receptor tipo 2 de 
proteínas morfogenéticas ósea (BMPR2). Empleando un anticuerpo 
específico contra BMPR2 se detectaron varias bandas de las que se 
identificaron una a 115 kDa como el precursor del receptor (pro-
BMPR2), y otra a 75 kDa identificada como la forma del receptor 
maduro. Los cambios en la expresión de pro-BMPR2 producidos por la 
diabetes no fueron significativos (diabéticas 78 ± 16 % vs controles 100 
± 20 %). Sin embargo la expresión de la forma madura de BMPR2 
(figura R-7) se vio disminuida en las muestras de ratas diabéticas en 
comparación con las controles (54 ± 15 % vs 100 ± 15 % 
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B
A Figura R-7. (A) Imagen de 
western blot representativa 
de la expresión del receptor 
BMPR2 en homogenizados 
de pulmón control (c) y 
diabético (d). (B) 
Representación de la 
expresión de BMPR2 
normalizados por la 
expresión de actina. Los 
resultados están 
expresados como los 
valores medios ± e.e.m.. 
(n=8). *P<0,05 respecto a la 






1.3.4 Análisis electrofisiológico y expresión de KV1.5. 
Se aislaron CMLAP mediante un tratamiento enzimático con papaína y 
se registraron las corrientes KV en rangos de potenciales que fueron 











































































Figura R-8. (A) Trazos representativos de las corrientes evocadas por pulsos a 
potenciales desde -60 mV hasta +60 mV partiendo de un potencial de -60 mV 
(izquierda) y representación de la curva corriente-voltaje medida al final del 
pulso (derecha) (n=3-4). (B) Imagen representativa y media de los valores de la 
expresión proteica de KV1.5 en homogenizados de pulmón (n=4). Los resultados 
están expresados como los valores medios ± e.e.m.. 
 
No se encontraron diferencias significativas en las relaciones corriente-
voltaje (figura R-8A), ni en la superficie celular estimada a través de los 
valores de capacitancia entre las CMLAP controles y diabéticas (16,3 ± 
1,3 pF vs 14,3 ± 1,1 pF, respectivamente). A continuación, realizamos el 
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estudio de la expresión proteica de una de las subunidades α de canales 
de potasio relacionados con la HP, Kv1.5. Se usó un extracto de 
homogenizado de pulmón, y mediante la técnica de western blot 
empleando un anticuerpo específico de KV1.5, se detectó una banda en 
torno a 70 kDa. Los valores medios de expresión no fueron diferentes 
entre controles y diabéticas (figura R-8B).  
 
1.3.5. Caracterización de la respuesta a 5-HT. 
1.3.5.1 Contracción de las AP a 5-HT. Sabiendo que la 5-HT y sus 
receptores contribuyen a la patogénesis de la HP, se realizaron curvas 
concentración-respuesta a 5-HT (de 10-8 a 10-4 M) en AP de ratas 
controles y diabéticas (figura R-9A). Se llevó a cabo en anillos con 
endotelio, sin endotelio y con endotelio en presencia de L-NAME (10-4M) 
(figura R-9B). La eliminación mecánica o farmacológica del endotelio se 
comprobó mediante la incapacidad de una concentración de 10-6 M de 
ACh de producir relajación de un anillo contraído con fenilefrina. La 
respuesta máxima a 5-HT en las AP de ratas diabéticas estaba 
aumentada con respecto a las controles en anillos con endotelio (Emax 
diabéticas 103 ± 4% vs controles 57 ± 3%, P<0.01), en los anillos 
tratados con L-NAME (Emax diabéticas 122 ± 6% vs controles 73 ± 10%, 
P<0.05) y en anillos sin endotelio (Emax diabéticas 130 ± 8% vs controles 
88 ± 4%, P<0.01). En aquellos experimentos en los que se empleó L-
NAME o se eliminó el endotelio, la serotonina produjo una mayor 
contracción comparada con la que producía en arterias con endotelio, 
tanto en las ratas diabéticas como en las controles. A pesar de este 
aumento de la respuesta a 5-HT, las diferencias de contracción entre el 
grupo control y diabético se mantuvieron significativas. La 
concentración necesaria para alcanzar el 50% del efecto máximo no se 
vio afectada en ninguno de los casos. Por tanto la diabetes produjo un 
aumento de la eficacia de contracción de la 5-HT sin afectar a la 
potencia y este efecto fue independiente de endotelio (figura R-9C). 
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En experimentos adicionales se llevó a cabo en paralelo un tratamiento 
con insulina. La contracción máxima a 5-HT en las AP de ratas tratadas 
con insulina estaba reducida respecto a la observada en las diabéticas 
sin tratar (Emax 115 ± 17% vs 201 ± 17% respectivamente). 
 

































































































































Figura R-9. Curvas 
concentración respuesta a 
5-HT en AP con endotelio 
(+E) de ratas controles o 
diabéticas en (A) 
ausencia (n=13-17) o (B) 
presencia (n=5 y 7) de L-
NAME 10-4 M. (C) Valores 
de Emax y pD2 calculados 
en los grupos control y 
diabético, con endotelio, 
en presencia de L-NAME 
y sin endotelio. ** P<0,01 
comparado con control. # 
y ## P<0,05 y P<0,01, 
respectivamente, compa-
rado con los experimentos 
con endotelio intacto. Los 
resultados están 
expresados como los 








1.3.5.2. Estudio del papel de los receptores 5-HT2A en la 
contracción a 5-HT. Conociendo la relevancia del papel de los 
receptores 5–HT2A en los efectos de 5-HT sobre las AP (Cogolludo et al., 
2006a, MacLean et al., 1996a) se analizaron las curvas concentración 
respuesta de 5-HT en AP con endotelio y sin endotelio, en presencia del 
antagonista selectivo de 5-HT2A ketanserina, así como la expresión 
proteica de dichos receptores. La ketanserina produjo un un 
desplazamiento de la curva de 5-HT a la derecha, y por tanto la 
disminución de los valores de pD2, que fue similar en controles y 
diabéticas, independientemente de la presencia o ausencia de endotelio 
(figura R-10A). La potencia antagonista (pKB) de ketanserina fue similar 
para los experimentos realizados con endotelio y sin endotelio, en 
controles y en diabéticas (figura R-10B). Los valores similares de la 
potencia antagonista de ketanserina en todas las condiciones 
estudiadas, indican una contribución similar de los receptores 5-HT2A 
en la contracción de 5-HT en los distintos grupos experimentales. 
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Figura R-10. (A) Efectos de la ketanserina, antagonista de los receptores 5-
HT2A (10-7M) sobre la respuesta vasoconstrictora a 5-HT en AP sin endotelio 
(n=5-7). (B) Valores de pD2 y pKB en AP con endotelio (+E) y sin endotelio (-E) (C) 
Imagen representativa y valores medios de la expresión de los receptores 5-
HT2A en pulmón de ratas diabéticas corregido por los valores de expresión de β-
actina (d, n=8) y ratas controles (c, n=8). ** P<0.01 respecto a control. Los 
resultados están expresados como los valores medios ± e.e.m.. 
Resultados
124
El análisis de la expresión proteica de 5-HT2A  en homogenizados de 
pulmón (figura R-10C) mostró un aumento de la  estos receptores en las 
muestras de las ratas diabéticas (controles 100 ± 12 % vs diabéticas 
186 ± 29 %, p< 0.01) 
 
1.3.5.3. Papel de la ciclooxigenasa y del anión superóxido en la 
respuesta a 5-HT en diabetes. Conociendo la importancia de COX en 
la respuesta contráctil en AP de modelos animales de HP por hipoxia 
intermitente (Thomas y Wanstall, 2003), así como en la diabetes a nivel 
sistémico (Shi y Vanhoutte, 2008), decidimos estudiar los efectos del 
inhibidor no selectivo de COX indometacina, sobre la curva de 5-HT en 
AP con endotelio. El hecho de que la indometacina redujera la respuesta 
máxima a 5-HT en las ratas diabéticas (figura R-11A), indica la 
relevancia de esta enzima en el fenómeno observado. Por otro lado, la 
indometacina potenció la contracción a 5-HT en ambos grupos (figura 
R-11C). En presencia del inhibidor selectivo para COX-2 NS398, la 
respuesta a 5-HT en AP de controles no se vio modificada. Sin embargo, 
en las ratas diabéticas este fármaco previno el aumento de respuesta a 
5-HT y produjo un desplazamiento de la curva hacia la derecha (figura 
R-11B), disminuyendo el valor de pD2 (figura R-11C). Tras estudiar la 
expresión de COX-2 en homogenizados de AP se comprobó que, 
apoyando el papel de COX-2 en las respuestas vasculares, la cantidad 
de ésta enzima estaba marcadamente aumentada en AP de ratas 
diabéticas (figura R-11D). 
 
Como se describe en la primera sección de los resultados, existe un 
aumento de la producción de O2- procedente de la NADPH oxidasa en 
AP de ratas diabéticas que produce disfunción endotelial. Para estudiar 
la implicación de O2- en la respuesta a 5-HT, se comprobó la respuesta 
a 5-HT en AP con endotelio tratadas con SOD o con el inhibidor de la 
NADPH oxidasa apocinina. La contracción inducida por 5-HT en las 
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ratas controles fue similar en presencia y en ausencia de estos 
fármacos. Sin embargo, el tratamiento con SOD (figura R-12A) o con 
apocinina (figura R-12B), previno el aumento de la respuesta contráctil 
a 5-HT observado en las ratas diabéticas (Emax con SOD, diabéticas 66 ± 
3% vs controles 61 ± 1% y Emax con apocinina, diabéticas 68 ± 1% vs 
controles 62 ± 2%). 
 
Figura R-11. (A) Efectos del inhibidor no selectivo de COX indometacina (INDO, 
10-5M) y (B) y de NS-398, inhibidor selectivo para COX2 (10-5M) en la respuesta 
vasoconstrictora a 5-HT en AP con endotelio (n=6). (C) Valores de Emax y pD2 de 
5-HT en ausencia (sin tto.) o en presencia de los fármacos indometacina y NS-
398, calculados a partir de las curvas de la figura R-9 y de los paneles A y B, 
respectivamente. (D) Expresión de COX2 en AP de ratas controles y diabéticas 
normalizados por los valores de expresión de la -actina (n = 5 y 6, 
respectivamente). *,** indican P<0.05 y P<0.01, respectivamente, diabéticas 
respecto a controles; † indica P<0.05 indometacina vs sin fármaco. Los 




















































































































































































 Figura R-12. Efectos de (A) superóxido dismutasa (SOD, 100 U/ml) y (B) 
apocinina, inhibidor de la NADPH oxidasa (3x10-4M), sobre la respuesta 
vasoconstrictora a 5-HT en AP con endotelio (n=6) de ratas control y diabéticas. 
Los resultados están expresados como los valores medios ± e.e.m.. 
 
1.3.5.4. Efectos sobre la contracción a 5-HT del tromboxano A2 
(TXA2) y superóxido en condiciones control. Complementariamente a 
los resultados expuestos en el apartado anterior, se crearon unas 
condiciones con la intención de mimetizar las condiciones diabéticas in 
vitro. Para ello se empleó un donador no enzimático de O2- (pirogalol), y 
un análogo del TXA2 (U46619), uno de los principales metabolitos de la 
COX-2 con actividad vasoconstrictora cuyos niveles están aumentados 
en diversas formas de HP (Christman et al., 1992). Se emplearon 
concentraciones de estos fármacos que produjeran 5-15% de la 
respuesta inducida por KCl (3x10-6M y 10-8M respectivamente). El 
pirogalol aumentó la respuesta máxima de 5-HT (figura R-13A) sin 
modificar el valor de pD2 y este efecto se previno en presencia de 
indometacina, mimetizando el efecto observado en las ratas diabéticas. 
Por otro lado, el U46619 potenció la respuesta a 5-HT disminuyendo los 
valores de pD2 y este efecto no se previno con apocinina. Sin embargo, 





































































































 Figura R-13. La adición exógena de superóxido y del análogo de TXA2, 
U46619, aumentan la respuesta vasoconstrictora a  5-HT en AP de ratas 
control. Efectos de (A) pirogalol, productor no enzimático de superóxido (pirog, 
3x10-6M) en ausencia o presencia de indometacina (indo, 10-5M) y (B) U46619, 
análogo de TXA2 (10-8M) en presencia o ausencia de apocinina (apoc, 3x10-4M) 
sobre la respuesta vasoconstrictora a 5-HT (n=4-8). ** indica P < 0.01 control vs 
























































































































































































2. ESTUDIO DE LA CONTRACTILIDAD DE AP, FUNCIÓN 
ENDOTELIAL Y MARCADORES DE HP EN EL MODELO DE 
RESISTENCIA A LA INSULINA. 
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Se emplearon ratas Zucker delgadas y obesas, de 17-18 semanas de 
edad como modelo de resistencia la insulina. Las ratas obesas 
presentaron una mayor masa corporal comparadas con las ratas 
controles delgadas. Igualmente los niveles de insulina plasmática 
estaban aumentados en el grupo de las ratas obesas  Sin embargo, los 
niveles de glucemia no fueron significativamente diferentes entre ambos 
grupos (Tabla R-1) 
 
Tabla R-1. Valores de masa, insulinemia y glucemia en ratas Zucker delgadas 
y obesas. Los valores de n se indican entre paréntesis. ** indica p ≤ 0,01 
respecto al grupo delgado. 





Zucker delgadas 364 ± 22 (20) 1,4 ± 0,2 (7) 106 ± 20 (13) 
Zucker obesas 476 ± 29** (20) 3,5 ± 0.2 ** (7) 128 ± 47 (12) 
 
 
2.1. ESTUDIO DE LA CONTRACTILIDAD DE AP EN EL 
MODELO DE RESISTENCIA A LA INSULINA. 
 
2.1.1. Contractilidad de las AP de conductancia. 
Se analizaron las respuestas a KCl, fenilefrina, 5-HT y al agonista 
selectivo de 5-HT2 5-α-metil-5-HT, en anillos de AP de conductancia 
procedentes de ratas Zucker obesas comparadas con sus controles 
delgados. Las respuestas a KCl (80 mM) y a fenilefrina (10-4M) fueron 
similares entre los grupos obeso y delgado (figura R-14A). Las curvas 
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concentración respuesta a fenilefrina, 5-HT (figura R-14B) y α-metil-5-
HT, determinaron que no había diferencias en la potencia ni en la 
eficacia entre ambos grupos para ninguno de los vasoconstrictores 
mencionados (tabla R-2). 
 
Tabla R-2. Valores de Emax y pD2 de los vasoconstrictores indicados en arterias 
pulmonares de conductancia. Los valores de n se indican entre paréntesis. 
 
AP conductancia 
Emax (% de KCl) pD2
 Lean Obesa Lean Obesa 
Fenilefrina 82,6 ± 3,2 (5) 83,7 ± 4,1 (5) 8,20 ± 0,03 8,1 ± 0,09 
5-HT 64,3 ± 6,5 (5) 64,4 ± 7,2 (5) 5,28 ± 0,13 5,02 ± 0,11 
α-metil-5-
HT 
















































































































































































































Figura R-14. (A) Respuesta 
contráctil de AP de 
conductancia de ratas 
obesas y delgadas a KCl (80 
mM, n=5) y fenilefrina (10-
7M, n=5). (B) Curva 
concentración respuesta a 5-
HT en AP de conductancia 
de Zucker obesas y controles 
(n=6). Los resultados están 
expresados como los valores 




2.1.2. Contractilidad de las AP de resistencia. 
Se montaron AP de resistencia en miógrafo para analizar la 
contractilidad a diferentes agentes vasoconstrictores. 
Sorprendentemente la contracción inducida por 80 mM de KCl en la AP 
de resistencia de ratas obesas fue ~20 % menor que la respuesta 
registrada en las delgadas (delgadas 3 ± 0.25 mN vs obesas 2.5 ± 0.2 
mN, P<0,05). Igualmente las respuestas a hipoxia (delgadas 5.5 ± 0.4 % 
vs obesas 2,5 ± 0.8 %, P<0.05), fenilefrina (delgadas 58 ± 4 % vs obesas 
31 ± 4%, P<0.05), y a 5-HT (tabla R-3), expresadas como porcentaje de 
la contracción a KCl, estaban disminuidas en las ratas obesas 
comparadas con las delgadas (figura R-15A). Las curvas concentración 
respuesta a 5-HT (figura R-15B) y a α-metil-5-HT mostraron que ambos 
agentes alcanzaron una menor eficacia de contracción, indicado por 
unos valores de Emax menores respecto a las respuestas en las ratas 
delgadas (tabla R-3). Igualmente la potencia, indicada por los valores de 








































































































































































































































































































Figura R-15. (A) Respuesta contráctil de AP de resistencia de ratas obesas y 
delgadas a KCl (80 mM, n=8), hipoxia (n=3) y fenilefrina (10-7M, n=3-4). (B) 
Curva concentración respuesta a 5-HT en AP de resistencia obesas y controles 
(n=6). Los resultados están expresados como los valores medios ± e.e.m. * y ** 
significan P<0.05 y P<0.01 respectivamente, Zucker obesas respecto a 
delgadas. 
 
Tabla R-3. Valores de Emax y pD2 de los vasoconstrictores indicados AP de 
resistencia. Los valores de n se indican entre paréntesis. * y ** indican P < 0.05 
y P<0.01, respectivamente respecto al grupo delgado. 
AP resistencia 
Emax (% de KCl) pD2
 Delgada Obesa Delgada Obesa 
5-HT 69,2 ± 7,8 (6) 33,5 ± 9,1* (5) 5,28 ± 0,10 4,86 ± 0,06** 
α-metil-5-HT 33,7 ± 8,8 (4) 9,5 ± 3,6* (4) 5,80 ± 0,11 5,58 ± 0,10 
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2.2. MEDIDA DE LA FUNCIÓN ENDOTELIAL EN EL 
MODELO DE RESISTENCIA A LA INSULINA. 
 
2.2.1. Respuesta a ACh. 
La función endotelial se valoró en anillos de AP de conductancia (1-1,2 
mm de diámetro)  y resistencia (0,5-0,8 mm de diámetro) con el 
endotelio intacto. Se analizó la respuesta a concentraciones crecientes 
de ACh en anillos de AP que fueron previamente contraídos con 
fenilefrina de forma que alcanzase un ~75% de la respuesta máxima a 
KCl. Cabe destacar que, al inicio de los experimentos, los anillos de AP 
de resistencia de ratas obesas necesitaron concentraciones mayores de 
fenilefrina para alcanzar un tono similar al de las ratas delgadas (5 ± 2 
x 10-6 M vs 7 ± 2 x 10-7 M, respectivamente). La eficacia vasodilatadora 
de ACh fue similar en ambos grupos, en AP de conductancia (figura R-
16A, Emax obesas 53 ± 7 vs control 67 ± 9 %) y en AP de resistencia 
(figura R-16B, Emax obesas 59 ± 8 vs control 66 ± 4 %). Del mismo 
modo, la potencia de la ACh no fue diferente entre los grupos en AP de 
conductancia (pD2, obesas 6,4 ± 0,1 vs control 6,2 ± 0,2) ni en AP de 
resistencia (pD2, obesas 6,1 ± 0,2 vs control 5,8 ± 0,2). 
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2.2.2. Contribución de la vía del N
La inhibición inespecífica de las NO
en arterias de resistencia, redujo si
fenilefrina necesaria para alcanzar 
mM (obesas 3 ± 2 x 10-8  M vs contr
L-NAME se previno completamente
AP de resistencia de ambos grupos 
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1Figura R-16. (A) Respuesta 
vasodilatadora a ACh de AP de 
conductancia contraídas con fenilefrina 
10-7M (A) y (B) de resistencia contraídas 
con fenilefrina hasta alcanzar el 75 % de 
la respuesta a KCl 80 mM en presencia o 
en ausencia del inhibidor de NOS L-
NAME (10-4M)de Zucker obesas y 
delgadas (n=4-6). Los resultados están 
expresados como los valores medios ± 
e.e.m.. O. 
 sintasas mediante L-NAME (10-4 M) 
gnificativamente la concentración de 
el 75 % de la contracción a KCl 80 
ol 2 ± 0,6 x 10-8 M). En presencia de 
 la relajación inducida por ACh en 
(figura R-16C). 
35
Adicionalmente, la relajación independiente de endotelio inducida por 
NPS (figura R-17A) en AP de conductancia, fue completa y similar en 
ambos grupos. Adicionalmente, tanto la expresión de ARN mensajero de 
eNOS en homogenizados de AP de resistencia, como su expresión 
proteica en homogenizados de pulmón, fue similar en ambos grupos 




Figura R-17. (A) Curva 
concentración respuesta 
a nitroprusiato en AP de 
conductancia de ratas 
obesas y delgadas, en 
presencia de L-NAME 
(10-4M) previa 
contracción con 5-HT 
(10-4M) (n=5). (B) Niveles 
de expresión de ARNm 
(n=5) y (C) de proteína 
de eNOS (n=5) analiza-
dos en homogenizados 
de AP y pulmón 
respectivamente. Los 
resultados están 
expresados como las 





































































































































































2.3. ESTUDIO DE LOS MARCADORES DE HP EN EL 
MODELO DE RESISTENCIA A LA INSULINA. 
 
De forma similar a lo realizado en el modelo de la diabetes tipo 1, se 
analizaron diversos parámetros estrechamente relacionados con la HP. 
Se realizaron cortes histológicos de los corazones incluidos en parafina, 
para la medida del grosor de las paredes como indicador de hipertrofia 
cardiaca. Se compararon las corrientes KV de CMLAP de ambos grupos, 
y la expresión de la subunidad KV1.5 mediante western blot y RT-PCR. 
De la misma forma se analizó la expresión de ARNm y proteína de 
BMPR2, así como se profundizó en las respuestas a 5-HT de las AP. 
 
2.3.1. Análisis del grosor de las paredes cardiacas. 
El aumento de la presión en las AP puede generar de modo 
compensatorio, un engrosamiento de las paredes del VD. Las medidas 
en cortes de los corazones de ambos grupos, reflejaron que no existían 
diferencias en el grosor de las paredes del VD, VI ni el septo (figura R-
18). 
 
Figura R-18. Medidas del 
grosor de las paredes del 
ventrículo izquierdo (VI), 
ventrículo derecho (VD) y del 
septo (S) de los corazones de 
ratas Zucker obesas (n=7) y 
delgadas (n=8). Los resultados 
están expresados como los 
valores medios ± e.e.m.. 


































2.3.2. Expresión de BMPR2. 
Los  niveles de expresión de ARNm de BMPR2 en AP de resistencia, 
fueron similares entre los grupos de ratas obesas y delgadas (figura R-
19A). Por otro lado, se cuantificó mediante western blot la expresión 
proteica de BMPR2 en homogenizados de pulmón. Se detectaron bandas 
a 75 y 115 kDa que se identificaron como BMPR2 y el precursor de este 
receptor. Se encontraron niveles de expresión similares de ambas 
formas del receptor BMPR2, tanto en el grupo de ratas obesas como en 
el grupo de las delgadas (figura R-19B). 
 
 
Figura R-19. (A)Expresión 
del ARNm de BMPR2 
analizado por RT-PCR en 
homogenizados de AP de 
resistencia de ratas obesas y 
delgadas (n=5). (B) Imagen 
representativa y gráfica de 
barras mostrando los valores 
medios de la expresión 
proteica del precursor de 
BMPR2 (pro-BMPR2, 115 kDa) 
y del receptor maduro (75 
kDa) en homogenizados de 
pulmón de Zucker obesas y 
delgadas (n=8). Los 
resultados están expresados 























































































2.3.3. Análisis electrofisiológico y expresión de KV1.5. 
No se encontraron diferencias entre los grupos Zucker obeso y delgado, 
en la densidad de corriente Kv de CMLAP de resistencia (figura R-20A), 
ni en las medidas de la capacitancia celular (obesas 17,8 ± 1,1 y 
controles 18,4 ± 0,7 pF).  
 
Figura R-20. (A) Trazos representativos de las corrientes obtenidas al aplicar 
pulsos de -60 mV hasta +60 mV, desde un potencial de partida de -60 mV en 
incrementos de 10 mV (izquierda). Representación corriente voltaje de los 
valores de corriente medida al final del pulso de 200 ms (n=9), y valores medios 
de capacitancia (Cm, derecha). (B) Relación intensidad-voltaje de efectos de la 
hipoxia aguda sobre las corrientes KV de CMLAP de ratas Zucker delgadas y 
obesas. (C) Valores medios de ARNm de KV1.5 en homogenizados de AP (n=5) y 
(D) expresión proteica de KV1.5 en homogenizados de pulmón (n=6), 
normalizados por los valores de β-actina. Los resultados están expresados como 
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 Se compararon los efectos agudos de la hipoxia sobre las corrientes KV 
de CMLAP, haciendo circular una solución externa previamente 
burbujeada con N2. En ambos grupos la hipoxia produjo un efecto 
similar (figura R-20B), registrándose a +30 mV una reducción de las 
corrientes Kv de un 24 ± 5 % en las obesas y de un 23 ± 3 % en las 
delgadas. Adicionalmente y apoyando los datos electrofisiológicos, la 
expresión de ARNm y de proteína de Kv1.5 fue similar en ambos grupos 
(figuras R-20C). 
 
2.3.4. Estudio de la respuesta de las AP a 5-HT. 
Los resultados descritos hasta este momento, determinan que las ratas 
Zucker obesas tienen una menor respuesta a agentes vasoconstrictores 
en las AP de resistencia, pero no las de conductancia (figuras R-14 y R-
15). Como se menciona en la introducción, existen numerosas 
publicaciones en las que se describe que las respuestas contráctiles a 
en AP están aumentadas en diferentes modelos de HP (Le Cras et al., 
2000, Keegan et al., 2001, Rodat et al., 2007). Sin embargo en el modelo 
de Zucker obesa hemos encontrado el efecto contrario. Con la intención 
de conocer la fuente de esa menor respuesta contráctil se realizó un 
estudio detallado de la respuesta a 5-HT. 
 
2.3.4.1. Estudio del papel de los receptores 5-HT2A en la 
contracción a 5-HT. Los niveles de expresión del receptor 5-HT2A de 
homogenizados de pulmón fueron similares entre ambos grupos (figura 
R-21), lo que permitió descartar la disminución de la expresión de 
dichos receptores en las AP de ratas obesas como origen de la menor 































Figura R-21. Imagen 
representativa y 
valores medios de la 
expresión proteica de 
receptor 5–HT2A de 
homogenizados de 
pulmón de ratas 
Zucker obesas y 
delgadas (n=8) 
normalizados por los 
valores de β-actina. 
 
2.3.4.2. Papel de NOS inducible. En el apartado 2.1.2 se describe 
como la adición de L-NAME en las AP de ratas obesas, reduce 
significativamente la concentración de fenilefrina necesaria para 
alcanzar una contracción similar a la registrada en las delgadas. Estos 
datos resaltaban la implicación del NO en la menor respuesta registrada 
en las AP de ratas obesas. Sobre la contracción generada por 10-4M de 
5-HT (obesas 34 ± 9 % y delgadas 66 ± 9 %), se añadió L-NAME (10-4 M). 
La adición de L-NAME produjo un efecto adicional en ambos grupos, 
alcanzándose valores de contracción de 72 ± 13 % en las obesas y de 85 
± 11 % en las delgadas (figura R-22A). Por lo tanto, en presencia de L-
NAME desaparecía la diferencia en la contracción a 5-HT entre el grupo 
obeso y delgado. A continuación, se realizaron curvas a 5-HT en 
presencia del inhibidor selectivo de la NOS inducible 1400W (10-5 M). La 
presencia de 1400W normalizó las respuestas a 5-HT de las ratas 
obesas, sin afectar a las respuestas de las ratas delgadas (figura R-
22B). Adicionalmente, la expresión de iNOS estaba aumentada en las 
AP de las ratas obesas respecto a las de las controles (figura R-22C). 
Estos datos indicaban un papel de la iNOS en la hiporespuesta 

















































































































































Figura R-22. (A) Contracción de AP de resistencia a 5-HT (10-4M) y el efecto 
adicional de L-NAME (10-4M) sobre la contracción de 5-HT, en Zucker obesas 
(n=6) y delgadas (n=7). (B) Curva concentración respuesta de AP de resistencia 
en presencia del inhibidor selectivo de iNOS, 1400W (10-5M, n=6). (C) Valores 
medios de la expresión de ARNm (n=6) y (D) proteína de iNOS en AP de 
resistencia de Zucker obesas y delgadas (n=6 y 5, respectivamente) 
normalizados por los valores de a-actina. Los resultados están expresados como 
los valores medios ± error estándar medio. * indica P<0.05 obesas vs delgadas 
en test no pareado. # y ## indican P<0.05 y P<0.01 respectivamente, antes y  










3. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES GENERADAS POR LA 




Se ha descrito en un modelo de ratas con predisposición a 
desarrollar HP (fawn hooded rats), que la exposición a un factor externo 
como la hipoxia, induce el desarrollo de HP de forma más grave y 
temprana (Sato et al., 1992). Los resultados presentados hasta ahora 
muestran como en el modelo diabetes tipo 1, pero no en el de diabetes 
tipo 2, se producen una serie de cambios característicos de la HP. Sin 
embargo, la elevación de la PAP no ocurre hasta transcurridos 4 meses 
desde el establecimiento de la diabetes. En el apartado final de esta 
Tesis Doctoral, planteamos el estudio de los efectos de la diabetes tipo 1 
en combinación con hipoxia moderada sobre diferentes parámetros 
relacionados con la HP. Se empleó para ello el modelo anteriormente 
descrito de diabetes tipo 1, en el que algunos animales fueron 
sometidos durante las 2 últimas semanas a hipoxia normobárica 
moderada. 
 
En la tabla R-4 se muestran los valores medios de masa corporal para 
cada uno de los grupos experimentales al inicio del tratamiento en 
normoxia/hipoxia y en el día del experimento. 
Tabla R-4. Valores de masa antes del reparto aleatorio en urnas de 
hipoxia/normoxia, y masa y glucemia al final del experimento. * y ** indican 








Control 373 ± 16 398 ± 18 237 ± 6 
Control-hipoxia 366 ± 16 384 ± 17 219 ± 15 
Diabéticas 258 ± 21* 258 ± 14* 535 ± 30 ** 




Como en los casos anteriores las ratas diabéticas sufrieron una perdida 
significativa de masa independientemente de si se encontraban en 
hipoxia o en normoxia. Igualmente las ratas controles no se vieron 
afectadas por la hipoxia en su ganancia de masa. 
 
3.1. FUNCIÓN ENDOTELIAL. 
 
Se realizaron curvas a ACh en anillos de AP con el endotelio intacto, 
contraídos con fenilefrina (figura R-23). De nuevo, la diabetes tipo 1 
produjo una reducción de eficacia de relajación de la ACh, sin modificar 
su potencia, independientemente de si se trataban de condiciones 
normóxicas  o de condiciones hipóxicas (Tabla R-5). Por otro lado, la 
hipoxia no afectó a las respuestas a ACh en el grupo control ni en el 





































































Figura R-23. Respuesta 
vasodilatadora a ACh de las AP 
de conductancias contraídas 
con fenilefrina 10-7 M. Los 
resultados están expresados 
como los valores medios ± 
e.e.m. (n=5-6). * indica P<0,05 
en los valores de Emax 






 Tabla R-5. Valores de Emax y pD2 para la relajación a ACh en condiciones de 
diabetes, la hipoxia moderada y la combinación de ambas. * indica p ≤ 0,05 
respecto al grupo control normoóxico (n=5-6). 
 
 Emax (% de KCl) pD2
Control 60 ± 6 7,7 ± 0,2 
Control-hipoxia 65 ± 6 7,8 ± 0,4 
Diabéticas 40 ± 9* 7,3 ± 0,3 
Diabéticas-hipoxia 44 ± 11* 7,4 ± 0,2 
 
 
3.2. CORRIENTES KV.  
 
Se registraron las corrientes KV en CMLAP aisladas frescas de cada uno 
de los grupos. En consonancia con los datos de la literatura en los que 
la hipóxia crónica reducen la expresión y función de canales KV 
(Platoshyn et al., 2006), la densidad de corriente de las CMLAP de ratas 
controles y diabéticas expuestas a hipoxia estaba disminuida (figura R-
24A). Sin embargo, no hubo diferencias en la densidad de corriente 
entre controles y diabéticas independientemente del tratamiento 
normóxico o hipóxico. El tamaño celular fue similar en todos los grupos, 











































Figura R-24. (A) Trazos representativos de las corrientes Kv obtenidos al aplicar 
pulsos de -60 mV hasta +60 mV, desde un potencial de partida de -60 mV, en 
incrementos de 10 mV. (B) Relación corriente voltaje de los valores de corriente 
medidos al final de un pulso de 250 ms (n=6-8), y valores medios de 
capacitancia (N y H indican normoxia e hipoxia respectivamente). Los resultados 




3.3. EXPRESIÓN DE BMPR2. 
 
El análisis de expresión proteica confirmó que tanto la diabetes como la 
hipoxia moderada, producen una disminución de BMPR2 (figura R-25). 
Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre la expresión del 







































Figura R-25. (A) Imagen representativa de la expresión de BMPR2 en 
homogenizado de pulmón de ratas control y diabéticas en condiciones de 
normoxia e hipoxia. (B) Media de la expresión de BMPR2 corregidos por los 
valores de β-actina (n=4-5). * y **, indican P<0.05 y P<0.01 respectivamente, 
comparado con los valores del grupo control normoxia. 
 
 
3.4. ANÁLISIS HISTOLÓGICOS. 
 
3.4.1 Remodelado vascular del pulmón. 
En rebanadas de pulmón se analizaron las arterias de resistencia con 
un tamaño comprendido entre 25-300 µm, clasificándolas en 






































































































Figura R-26. Remodelado de las AP. (A) Porcentajes de AP musculares, 
parcialmente musculares (parc. muscular) y no musculares en cortes de pulmón 
de ratas controles, diabéticas expuestas a normoxia y a hipoxia moderada. 
Valores medios de 150-200 arterias analizadas de 5 animales de cada grupo. 
(B) Imagen representativa (400x) de los cortes de pulmón teñidos con 
hematoxilina/eosina, mostrando una arteria muscular de (a) control, (b) 
diabética, (c) control hipoxia y (d) diabética hipoxia. La flecha negra muestra el 
infiltrado de células inflamatorias presentes en un saco alveolar diabético. (C) 
Porcentaje del área de la lámina media y (D) porcentaje del grosor de la lámina 
media de arterias con un diámetro externo de 25-75 µm. Se midieron n=18-25 
arterias de 3-4 ratas de cada grupo. * y **, indican P<0.05 y P<0.01 




Tanto en la diabetes tipo 1 como en la hipoxia aumentó el porcentaje de 
arterias musculares, disminuyendo por otro lado el porcentaje de las 
parcialmente musculares y no musculares (figura R-26A). Asimismo, la 
diabetes y la hipoxia aumentaron el grosor porcentual de la capa media 
(figura R-26D), sin embargo no se encontró potenciación del efecto 
cuando ambas condiciones estaban presentes. Por otro lado, el área 
porcentual de la lámina media no se modificó por la diabetes, pero si 
por la hipoxia (figura R-26C). Cabe destacar, que el análisis histológico 
reveló la presencia de infiltrados inflamatorios en los espacios alveolares 
de las ratas diabéticas, independientemente de la exposición a hipoxia o 
a normoxia (observar la flecha en la figura R-26Bd). 
 
3.4.2. Análisis de la naturaleza del infiltrado pulmonar en ratas 
diabéticas. 
La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima productora de agentes 
oxidantes, presente en los fagosomas de células inflamatorias. A 
continuación se analizó la actividad MPO en homogenizados de pulmón 
como marcador de infiltrados pulmonares. En las muestras diabéticas 
la actividad MPO estaba aumentada significativamente con respecto a 
los controles (figura R-27A). Ninguna de las muestras de ratas hipóxicas 
mostró diferencias significativas con sus respectivos equivalentes 
normóxicos. Se realizaron experimentos de inmunohistoquímica 
incubando los cortes pulmonares con un anticuerpo anti-CD68, un 
marcador de macrófagos. El porcentaje de células positivas a CD68 fue 
significativamente mayor en las ratas diabéticas (figura R-27B). A 
diferencia de las muestras controles, el marcaje CD68 en las ratas 













































































































































Figura R-27. (A) Valores de la mediada de la actividad de la MPO en 
homogenizados de pulmón, normalizados por los mg de proteína del 
homogenizado. (B) Gráfico de barras que muestra el porcentaje de células 
CD68+, normalizados por el número de núcleos teñidos con hematoxilina. (C) 
Imagen representativa (400x) de los cortes de pulmón marcados con CD68+ y 
teñidos con hematoxilina de (a) control, (b) diabética, (c) control hipoxia y (d) 
diabética hipoxia (n=6-9 secciones aleatoriamente seleccionadas de 3-4 ratas de 
cada grupo). *,** y *** indican P<0.05, P<0.01 y P<0.001 respectivamente 





3.5. REMODELADO CARDIACO. 
 
La combinación de diabetes e hipoxia produjo un aumento del ratio 
VD/MC (figura R-28B) pero no se produjeron cambios en los casos de 
las diabéticas normóxicas, ni de los controles hipóxicos. Por otro lado, 
la relación VI+S/MC no fue modificado ni por la diabetes ni por la 
hipoxia (figura R-28A). Finalmente el índice de Fulton aumentó en 
condiciones de hipoxia, tanto para las ratas controles como para las 


















































Figura R-28. (A) 
Relación de la masa del 
ventrículo izquierdo más 
el septo (VI+S) con la 
masa corporal (MC) de 
la rata. (B) Masa del 
ventrículo derecho (VD) 
relativo a la MC. (C) 
Valores del índice de 
Fulton [VD/(LV+S)]. Los 
resultados están 
expresados como los 
valores medios ± e.e.m.. 
(n=5-7). * y ** indican 
P<0.05 y P<0.01 
respectivamente, 
comprado con los 




3.6. PRESIÓN VENTRICULAR DERECHA, PRESIÓN 
ARTERIAL PULMONAR Y FRECUENCIA CARDIACA. 
 
En ratas anestesiadas se midió la frecuencia cardiaca, y por medio de 
un transductor insertado a través del VD, se realizaron medidas de la 
PSVD, de la PAPS, PAPD y media PAPM. Las medidas de PSVD fueron 
similares en todos los grupos (figura R-29A). Las PAPS, PAPD y PAPM 
de las ratas control no se vieron afectadas por la hipoxia. Igualmente los 
valores de PAPS, PAPD y PAPM en condiciones de diabetes y normoxia 
fueron similares a los controles. Sin embargo, cabe destacar que tanto 
la PAPD como la PAPM sufrieron un significativo aumento en las ratas 
diabéticas sometidas a hipoxia moderada (figura R-29C). Por otro lado, 
la diabetes produjo una disminución de la frecuencia cardiaca, que se 
presentó sólo en condiciones de normoxia (figura R-29B).  
 
Figura R-29. (A) Valores medios 
de la presión sistólica del 
ventrículo derecho (PSVD). (B) 
Frecuencias cardiacas 
registradas de ratas control y 
diabéticas, en normoxia e hipoxia. 
(C) Valores de la presión arterial 
pulmonar sistólica (PAPS), 
diastólica (PAPD) y media (PAPM) 
en diabéticas y controles (D y C, 
respectivamente) bajo condiciones 
de normoxia (barras blancas) o 
hipoxia (barras negras). Los 
resultados están expresados 
como los valores medios ± e.e.m. * 
y ** indican P<0.05 y P<0.01 
respectivamente, comparado con 




























































































 1. LA FUNCIÓN ENDOTELIAL DE LAS AP EN LA DIABETES 
TIPO 1. 
 
El endotelio vascular produce diversas sustancias vasodilatadoras entre 
las que destacan el NO, la prostaciclina y el factor hiperpolarizante 
derivado de endotelio, pero la contribución de estos factores al tono 
varia entre los diferentes tejidos vasculares (Lüscher et al., 1992; 
Gardiner y Bennett, 1992). En las AP, el NO es el principal factor de la 
vasodilatación dependiente de endotelio en las AP (Lawrence et al., 
1998; Villamor et al., 2002; Cogolludo et al., 2007). Igualmente, en esta 
Tesis Doctoral encontramos la relajación inducida por ACh en AP 
controles y diabéticas tipo 1 se abolía en presencia de L-NAME, lo que 
indica el papel principal del NO. Para una correcta función de la vía del 
NO se debe producir la activación de la eNOS en las células 
endoteliales, la difusión del NO hasta la CMLV, la activación de la GC, 
el aumento de los niveles de GMPc y la activación de la PKG. A nivel 
sistémico, se ha descrito que la diabetes tipo 1 produce alteraciones 
sobre diferentes componentes de la vía del NO (Xu B. et al., 2003; 
Zanetti et al., 2005; Creager et al., 2003; Chang et al., 2004). Por otro 
lado, los pacientes con HP tienen alteraciones en la síntesis, 
disponibilidad y/o actividad del NO, que determinan la marcada 
disfunción endotelial de las AP (Humbert et al., 2004).  
Los resultados presentados muestran la existencia de disfunción 
endotelial en las AP de las ratas diabéticas tipo 1, como refleja la menor 
respuesta a ACh. Igualmente, se ha comprobado que en diferentes 
arterias sistémicas de modelos de diabetes tipo 1 existe una 
disminución de la relajación inducida por ACh o carbacol (Utkan et al., 
1998; Kamata et al, 1992; Creager et al., 2003). Los efectos del donador 
de NO NPS, fueron similares en las AP de ambos grupos, lo que nos 
permite deducir que no existen alteraciones en la producción de GMPc, 
ni en los procesos posteriores. Además, la adición de L-NAME generó 




diabéticas tipo 1, lo que nos indica que existe una disminución en los 
niveles basales de NO en este modelo. Asimismo, la mayor respuesta 
contráctil a fenilefrina presentada por las AP de la ratas diabéticas tipo 
1 podría ser debida a la disminución de los niveles basales de NO, 
aunque no hemos analizado la expresión de los receptores α 
adrenérgicos. En diferentes modelos de diabetes tipo 1, se han descrito 
tanto aumentos como disminuciones de eNOS a nivel sistémico 
(Nagareddy et al., 2005; Mayhan et al., 2011; Cheng et al., 2004; Zanetti 
et al., 2005). En nuestros resultados la expresión de eNOS fue similar 
en ambos grupos, lo que permite descartar la disminución de la 
expresión de eNOS como causa de la disfunción endotelial. Sin 
embargo, ya que no disponemos de datos de la fosforilación de eNOS, 
no podemos descartar cambios en la actividad de esta enzima. 
 
Aunque se ha demostrado que los niveles basales de ROS juegan un 
papel importante en el mantenimiento de la homeostasis 
cardiovascular, su producción excesiva está asociada con la HP y con la 
diabetes (Brownlee, 2001; Tschudi et al., 1996; Coggins y Bloch, 2007; 
Perez-Vizcaíno et al., 2010). El O2- es capaz de reaccionar rápidamente 
con el NO disminuyendo su disponibilidad, generando peroxinitrito que 
a su vez contribuyen el estrés oxidativo (Creager et al., 2003; Giacco y 
Brownlee, 2010; Cohen y Tong, 2010). Nuestros resultados revelan una 
marcada tinción fluorescente por dihidroetidio en las AP de las ratas 
diabéticas tipo 1, lo que indica que existe una mayor producción de O2- 
respecto a las AP controles. Paradójicamente, la SOD-1, la principal 
enzima encargada de la detoxificación de O2- a nivel citoplasmático, 
muestra mayor expresión en las AP de las ratas diabéticas tipo 1. 
Igualmente, se han encontrado aumentos de la expresión de SOD-1 en 
las arterias mesentéricas en diabetes tipo 1 y en células endoteliales 
sometidas a estrés mecánico (Ding et al., 2007; Inoue et al., 1996; Rush 
et al., 2003). Adicionalmente, la producción de peroxinitrito reduce la 
actividad de SOD-1 (White et al., 2010). Estos resultados, unidos al 




más rápida que la dismutación del O2- por la SOD (Beckman et al., 
1996; Darley-Usmar et al., 1995), permiten deducir que el aumento de 
la expresión de SOD-1 tiene un carácter compensatorio. Por otro lado, 
el pretratamiento de las AP con SOD-1 restableció la respuesta 
vasodilatadora en las AP de diabéticas tipo 1, sin modificar la respuesta 
en las AP controles. Todos estos resultados indican que la disfunción 
endotelial encontrada en las AP de ratas diabéticas tipo 1, se debe a 
una disminución de la biodisponibilidad de NO, señalando al O2- como 
principal responsable. 
 
La NADPH oxidasa es una de las principales enzimas productoras de 
O2- implicada en diferentes patologías que cursan con disfunción 
endotelial, como la hipertensión, arteriosclerosis, HP y diabetes (Briones 
y Touyz, 2010, Brennan et al., 2003; Guzik et al., 2002; Cohen y Tong, 
2010). El estudio de la expresión de la subunidad reguladora de la 
NADPH oxidasa p47phox reveló un aumento de dicha subunidad en las 
AP de las ratas diabéticas. Por otro lado, el pretratamiento de las AP con 
el inhibidor de la NADPH oxidasa apocinina, restablece la función 
endotelial de las AP de ratas diabéticas tipo 1. La activación sostenida 
de la NADPH oxidasa está implicada en el aumento del estrés oxidativo 
asociado a la disfunción endotelial en diabetes e hiperglucemia. De 
hecho, la producción de ROS y la expresión p47phox y de p22phox 
aumenta en células endoteliales de ratón sometidas a hiperglucemia, 
mientras que el silenciamiento de p47phox reduce la producción de O2- 
en CMLV (Ding et al., 2007; Guzic et al., 2002). De forma similar, en 
pulmones de pacientes con HP idiopática se ha descrito un aumento de 
la NADPH oxidasa y se ha asociado la actividad de esta enzima con el 
remodelado vascular pulmonar inducido por hipoxia (Mittal et al., 2007; 





2. LA FUNCIÓN ENDOTELIAL DE LAS AP EN LA 
RESISTENCIA A LA INSULINA. 
 
La resistencia a la insulina asociada a la diabetes tipo 2 está 
relacionada con numerosas alteraciones cardiovasculares (Ginsberg, 
2000; Villalba et al., 2009; Barbato et al., 2005). Además, existen 
diversos estudios que asocian las alteraciones vasculares con la 
disfunción endotelial en el modelo de ratas Zucker obesas empleado en 
esta Tesis Doctoral (Lu et al., 2010; Toblli et al., 2010; Agouni et al., 
2009). Sin embargo, los resultados presentados no muestran 
diferencias en la respuesta a ACh en AP de resistencia ni de 
conductancia, comparado con sus controles. Asimismo, la expresión de 
eNOS tanto a nivel de ARNm como de proteína, fue similar en ratas 
Zucker obesas y delgadas. Estos resultados, junto a la respuesta similar 
a NPS en las AP de ambos grupos, determinan una correcta función 
endotelial y de la vía del NO en las AP. Por otro lado, se ha descrito que 
existe una disfunción endotelial en las arterias peneanas de ratas 
Zucker obesas, sin alteración de la función endotelial de las arterias 
coronarias (Villalba et al., 2009). Igualmente en el modelo de diabetes 
tipo 2 de ratas Gotokakizaki, se ha descrito que la función endotelial 
está intacta en arterias mesentéricas, mientras que las arterias 
cerebrales presentan disfunción endotelial (Sachidanandam et al., 
2006). Por lo que en condiciones de resistencia a la insulina parece 
producirse una disfunción endotelial con selectividad tisular. Por otro 
lado, se ha descrito en las ratas Zucker obesas una perdida de la 
respuesta vascular a ACh que aparece con el envejecimiento (entre las 
25-30 semanas), a edades posteriores a las estudiadas en esta Tesis y 
que coincide con un aumento de la presión arterial (Subramanian et al., 
2003). Sin embargo, no se han analizado los efectos de la resistencia a 
la insulina en las AP de este modelo en edades más avanzadas. 
 
Existen diversas evidencias que relacionan tanto la hiperinsulinemia 




(Du Y. et al, 2003, Du X. et al., 2006, Giacco y Brownlee, 2010). 
Igualmente, en los resultados presentados en AP de ratas diabéticas 
tipo 1 existe un aumento de la producción de ROS, que da lugar a una 
disfunción endotelial como consecuencia de la disminución de la 
disponibilidad de NO. Por otro lado, las ratas Zucker obesas 
presentaron una ligera tendencia al aumento de la glucemia y una 
correcta función endotelial. En el trabajo de Ding et al., 2007 se 
combina la resistencia a la insulina con la hiperglucemia. En dicho 
trabajo, la inyección de estreptozotocina en el modelo de resistencia a la 
insulina de ratones apoE-/- dio lugar a niveles de glucemia 
significativamente mayores que los discretos valores registrados en los 
ratones apoE-/- sin estreptozotocina. Así, los ratones apoE-/--
estreptozotocina presentan un aumento significativo de los niveles 
vasculares de ROS y de la expresión de la subunidad de la NADPH 
oxidasa gp91phox, comparado con los ratones apoE-/-  (Ding et al., 2007). 
En conjunto, estos resultados señalan que las ROS generadas por la 
hiperglucemia, pero no las generadas por la hiperinsulinemia, son las 
responsables de la disfunción endotelial en las AP. 
 
 
3. HIPERRESPUESTA A 5-HT DE LAS AP EN LA DIABETES 
TIPO 1. 
 
La hiperrespuesta a 5-HT en AP de pequeño y gran calibre es una 
característica común en los modelos de HP inducida por hipoxia 
intermitente, monocrotalina o pontaje cardiopulmonar (Brown et al., 
1998; Rodat et al., 2007, Sato et al., 2000; Keegan et al., 2001; Thomas 
y Wanstall, 2003). Igualmente, las AP intrapulmonares de las ratas 
diabéticas tipo 1 muestran una hiperrespuesta a 5-HT en la que no está 
implicada la liberación de factores vasoactivos derivados de endotelio, 
ya se mantiene en ausencia de endotelio y en presencia de L-NAME. Sin 
embargo, en ausencia de endotelio las diferencias en la contracción a 5-




debido a la disfunción endotelial descrita anteriormente. En el trabajo 
desarrollado por Gurney y Howarth (2009) se describe que las AP de 
ratas diabéticas tipo 1 muestran una menor respuesta a 5-HT. Sin 
embargo, las discrepancias con este trabajo pueden ser explicadas por 
la menor dosis de estreptozotocina empleada (60 mg/kg), así como un 
tiempo de exposición a la diabetes superior en el que pueden haberse 
desarrollado respuestas compensatorias. 
En nuestros resultados, la potencia similar del antagonista selectivo por 
5-HT2A ketanserina indica que la respuesta está principalmente 
mediada por los receptores 5-HT2A en ambos grupos, aunque no se 
puede descartar el papel de otros receptores como 5-HT1B o 5-HT2B 
(MacLean et al., 1996 y 2000; Launay et al., 2002; Esteve et al., 2007). 
La expresión de los receptores 5-HT2A es significativamente mayor en 
los pulmones de las ratas diabéticas tipo 1 comparado con los 
controles. Asimismo, se ha descrito que la hiperrespuesta a 5-HT que 
presentan las AP de ratas con HP es debida a un aumento de la 
contracción mediada por 5-HT2A (MacLean et al., 1996). Sin embargo, en 
presencia de fármacos inhibidores de COX o antioxidantes se previene 
completamente la hiperrespuesta a 5-HT, por lo que el aumento de la 
expresión de 5-HT2A no parece explicar el aumento de contracción a 5-
HT observado en las AP diabéticas tipo 1. La sobreexpresión de 5-HT2A 
podría ser relevante a nivel proliferativo. Así, se ha descrito que la 
activación de los receptores 5-HT2A inicia procesos proliferativos en las 
CMLV de AP por medio de la activación de la fosfolipasa D (Liu y 
Fanburg, 2008). La causa principal de la hiperrespuesta a 5-HT parece 
ser debida a las alteraciones generadas por la hiperglucemia, ya que en 
las ratas diabéticas tipo 1 tratadas con insulina se reduce la 
hiperrespuesta a 5-HT en las AP.  
 
Algunos de los metabolitos del AA contribuyen al desarrollo de 
alteraciones vasculares a pulmonares, pero la interacción entre ellos es 
compleja, pudiendo ser sinergística o antagonística. Los productos de la 




desarrollo de HP inducido por sepsis o por TNFα (Barnes y Liu, 1995). 
Además, los niveles de expresión de COX-2 están aumentados en los 
pulmones de ratas con HP inducida por hipoxia (Chida y Voelkel., 1996; 
Pidgeon et al., 2004) o por un alto flujo sanguíneo pulmonar (Sato et al., 
2000; Lam et al., 2005) y en células de músculo liso de AP humanas en 
condiciones hipóxicas (Yang et al., 2002). Por otro lado, se han descrito 
alteraciones en el equilibrio de PGI2/TXA2 en pacientes con HP 
idiopática y secundaria, con niveles elevados de TXA2 y disminuidos de 
PGI2 (Christman et al., 1992). Los resultados en AP de ratas diabéticas 
tipo 1 obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran un aumento de la 
expresión de COX-2. Asimismo, los pulmones de ratas tratadas con 
estreptozotoina tienen una producción elevada de PGE2, PGF2α, PGD2 
cuando se añade AA de forma exógena (Watts et al., 1982). Sin 
embargo, no está claro si el papel de COX-2 es beneficioso o perjudicial 
en la HP, ya que se ha descrito que la inhibición de COX-2 por celecoxib 
tiene efectos beneficiosos frente al desarrollo de HP inducida por 
monocrotalina (Rakotoniaina et al., 2008), mientras que el aumento de 
expresión y actividad de COX-2 en arterias mesentéricas en diabetes 
tipo 1 mejora la función endotelial (Nacci et al., 2009). Por otro lado, la 
HP inducida por hipoxia está exacerbada en animales knockout para 
COX-2 (Fredenburgh et al., 2008, Cathcart et al., 2008). En nuestros 
experimentos los inhibidores de COX reducen la hiperrespuesta a 5-HT 
encontrada en las AP de ratas diabéticas tipo 1. Además, la inhibición 
de COX-2 redujo la contracción máxima a 5-HT en las AP de ratas 
diabéticas tipo 1. 
Posteriormente, se crearon unas condiciones con la intención de 
mimetizar las condiciones diabéticas in vitro. Para ello se empleó un 
donador no enzimático de O2- (pirogalol), y un análogo del TXA2 
(U46619), uno de los principales metabolitos de la COX-2 con actividad 
vasoconstrictora cuyos niveles están aumentados en diversas formas de 
HP (Christman et al., 1992). La adición del análogo del TXA2 U46619 en 
AP controles reproduce parcialmente los efectos de la diabetes tipo 1 en 




producto derivado de COX-2 en la hiperrespuesta a 5-HT observado en 
la diabetes tipo 1. Así, la inhibición aguda de COX-2 previene la 
hiperrespuesta a 5-HT en las AP de ratas diabéticas tipo 1 en nuestros 
experimentos, del mismo modo que la previene en diversos modelos de 
HP (Thomas et al., 2003; Sato et al., 2000). Datos similares de 
hiperrespuesta a 5-HT dependiente de COX-2 se han descrito en 
arterias sistémicas de modelos animales de diabetes tipo 1 y tipo 2 
(Jarajapu et al., 2008, Shi y Vanhoutte., 2008). Además, en el trabajo 
descrito por Shi y Vanhoutte (2008), la hiperrespuesta a 5-HT se 
previene con inhibidores de COX-2 y con antioxidantes en arterias 
femorales sin endotelio de ratas diabéticas tipo 1. En el mismo trabajo 
la inhibición del receptor TP previene la hiperrespuesta a 5-HT inducida 
por ROS en arterias femorales de ratas diabéticas tipo 1, sugiriendo que 
el metabolito de COX responsable actúa a través del receptor TP. 
 
El estrés oxidativo vascular originado por la diabetes ha sido 
ampliamente descrito (Creager et al., 2003; Giacco y Brownlee, 2010; 
Cohen y Tong, 2010). Igualmente, en esta Tesis Doctoral se ha 
observado un aumento de ROS y de la expresión de p47phox en las AP de 
ratas diabéticas tipo 1. La inhibición de la NADPH oxidasa o la 
disminución de ROS mediante SOD previenen la hiperrespuesta a 5-HT 
de las AP de ratas diabéticas tipo 1, sin afectar a las respuestas en las 
AP controles. Por otro lado, la adición exógena de un donador de O2-, el 
pirogalol, aumenta la eficacia de contracción de la 5-HT en AP de ratas 
controles. La relación de COX-2 y de las especies reactivas de oxígeno 
es compleja, ya que la COX-2 puede generar O2- de forma directa o 
indirecta a través de la activación de la NADPH oxidasa por medio del 
TXA2 (Shi y Vanhoutte, 2008, Cogolludo et al., 2006). Por otro lado, la 
COX-2 puede ser activada mediante la producción de ROS (Garcia-
Redondo et al., 2009). En las AP controles la indometacina previene los 
efectos de hiperrespuesta a 5-HT inducidos por pirogalol, mientras que 
la apocinina no tiene ningún efecto sobre la potenciación del efecto de 




apartado sugieren que las ROS generadas por la NADPH oxidasa 
activan la COX-2 contribuyendo a la hiperrespuesta a 5-HT observada 
AP de ratas diabéticas tipo 1. Además estos resultados están apoyados 
por el aumento de la expresión de las proteínas 5-HT2A, p47phox, COX-2 
implicadas en esta vía. 
 
 
4. RESPUESTA A VASOCONSTRICTORES DE LAS AP EN 
LA RESISTENCIA A LA INSULINA. 
 
Numerosos estudios de las alteraciones inducidas por la resistencia a la 
insulina en diferentes tejidos vasculares, han descrito la existencia 
tanto de aumentos (Villalba et al., 2009; Ouchi et al., 1996; Harker et 
al., 1993; Zemel et al., 1991; Okon el al., 2005; Stepp y Frisbee, 2002), 
como disminución (Turner y White, 1991; Kam et al., 1996; Cox y Kikta, 
1992, Zemel et al., 1991) de la respuesta a vasoconstrictores. Nuestros 
resultados muestran una reactividad disminuida a hipoxia, fenilefrina, 
KCl y 5-HT en las AP de resistencia de las ratas Zucker obesas. Sin 
embargo, la respuesta de las AP de conductancia fue similar entre 
Zucker obesas y control. Asimismo, la expresión de los receptores 5-
HT2A es similar en los pulmones de ratas Zucker obesas y delgadas. Se 
ha propuesto que la respuesta reducida a agentes vasoconstrictores 
puede compensar la disfunción endotelial en condiciones de diabetes 
tipo 2 (Romanko et al., 2005). Sin embargo, esto no permite explicar la 
hiporrespuesta en las AP de Zucker obesas, ya que no presentan 
disfunción endotelial.  
 
La iNOS es una enzima clave en alteraciones inflamatorias como la 
diabetes, la resistencia a la insulina y la obesidad. De hecho se ha 
establecido que la iNOS contribuye por medio del estrés nitrosativo al 
desarrollo de la resistencia a la insulina (Sugita el al., 2005; Yasukawa 
et al., 2005) y que su deficiencia previene el desarrollo de resistencia a 




(Fujimoto et al., 2005). Por otro lado, la iNOS está implicada en 
alteraciones de la contractilidad cardiaca y en las complicaciones 
vasculares derivadas de la resistencia a la insulina (Song et al., 2008; 
Gunnett et al., 2003; Noronha et al., 2005). En los resultados 
presentados, la inhibición inespecífica de NOS mediante L-NAME 
aumentó la contracción inducida por 5-HT en AP de ratas Zucker 
obesas y delgadas. Sin embargo, el incremento de contracción inducido 
por L-NAME fue mayor en las AP de Zucker obesas, indicando que en 
ellas hay una mayor producción de NO que genera hiporrespuesta a los 
agentes vasoconstrictores. Así, la incubación con el inhibidor selectivo 
de iNOS 1400W normalizó la respuesta vasoconstrictora a 5-HT en las 
AP de Zucker obesas, sin modificar la respuesta en las delgadas. Estos 
resultados indicaron que la iNOS es la fuente de NO responsable de la 
menor respuesta contráctil en las AP de las Zucker obesas. La iNOS es 
una enzima productora de NO de forma independiente de Ca2+, cuya 
expresión puede ser inducida en gran número de tejidos y células por 
diferentes agentes proinflamatorios. La regulación de la producción de 
NO por la iNOS se realiza a nivel transcripcional, de modo que una vez 
sintetizada genera grandes cantidades de NO hasta su degradación 
(Pautz et al., 2010). Como muestran nuestros datos, la expresión 
proteica de iNOS estaba aumentada en las AP de ratas Zucker obesas. 
Del mismo modo, se ha descrito un aumento de la expresión de iNOS en 
aorta, en tejido adiposo y en corazón de ratas Zucker obesas, así como 
en otros modelos de resistencia a la insulina (Song D. et al., 2008; 
Rivera et al., 2008; Noronha et al., 2005). Del mismo modo, en la 
intoxicación con el herbicida paraquat, que genera daño pulmonar 
agudo e HP, se ha observado un aumento la expresión de iNOS e 
hiporrespuesta a vasoconstrictores en las AP (Zocrato et al., 2010). La 
sobreexpresión de iNOS está asociada con una disfunción endotelial 
debido a la depleción de cofactores de la eNOS y a un aumento de 
producción de peroxinitrito (Gunnett et al., 2005). Sin embargo, en 
aquellos casos en los que se manifiesta disfunción endotelial mediada 




veces. En los resultados de esta Tesis Doctoral, el discreto aumento de 
iNOS es suficiente para disminuir la respuesta a los vasoconstrictores, 
pero insuficiente para generar disfunción endotelial en las AP de las 
ratas Zucker obesas. 
 
 
5. MARCADORES DE HP EN LA DIABETES TIPO 1:  
REMODELADO, KV, Y BMPR2. 
 
En muchos casos de HP heredable y de HP idiopática hay mutaciones 
en el gen que codifica para BMPR2. Adicionalmente, la expresión de 
BMPR2 está disminuida en pulmones de pacientes con HP idiopática y 
secundaria (Atkinson et al., 2002) o en pulmones de ratas con HP 
inducida por hipoxia o monocrotalina (Morty et al., 2007; Takahashi et 
al., 2006). En los resultados presentados, los pulmones de ratas 
diabéticas tipo 1 presentan una disminución de la expresión del 
receptor BMPR2. Del mismo modo se ha descrito la disminución de la 
expresión de BMPR2 en riñones de ratas diabéticas tipo 1 (Wang et al., 
2001, Yeh et al., 2009). La HP es la única patología conocida asociada a 
alteraciones en BMPR2. De hecho, el cambio en la expresión de BMPR2 
parece preceder al desarrollo de HP, ya que se revela en las ratas 
diabéticas tipo 1 incluso con valores de PSVD e índice de Fúlton 
similares a los de los controles. Nuestros datos están en consonancia 
con el concepto de que mutaciones o disminución de la expresión de 
BMPR2 son factores que predisponen, pero que no son suficientes para 
el desarrollo de HP, mientras que la exposición a estímulos adicionales 
como la elevada altitud, hipoxia o la sobreexpresión de 5-lipoxigenasa 
inducen el desarrollo de HP (Song et al., 2005; Frank et al., 2008; 
MacLean y Dempsie, 2009). De igual forma, la HP no es evidente en los 
ratones BMPR2+/- pero se desarrolla después de la infusión con 5-HT y 





Como se ha mencionado anteriormente, la sobreexpresión de 5-HT2A 
descrita en las ratas diabéticas tipo 1 puede ser relevante a nivel 
proliferativo, ya que se ha descrito que la activación de los receptores 5-
HT2A inicia procesos proliferativos en las CMLV de AP (Liu y Fanburg, 
2008). Además, se ha descrito un aumento de la expresión de los 
receptores de 5-HT en AP de humanos y modelos animales con HP, así 
la activación de los receptores de 5-HT podría ser un factor limitante en 
el desarrollo de HP (Launay et al., 2002; Esteve et al., 2007). La 5-HT 
estimula procesos proliferativos a través de ERK, mientras que la 
activación de los receptores BMPR2 da lugar a efectos antiproliferativos 
y apoptóticos. Además, la 5-HT es capaz de inhibir la vía Smad 
antiproliferativa de BMPR2, por lo que un exceso en la señalización de 
5-HT y disminución de BMPR2 desplaza el equilibrio hacia procesos 
proliferativos (figura D-1) (MacLean y Dempsie, 2009). De hecho, en los 
pulmones de ratas diabéticas tipo 1 el porcentaje de arterias 
muscularizadas tiende a aumentar en el primer grupo de experimentos, 
y muestran un significativo aumento del porcentaje de arterias 
musculares tras incrementar la población de estudio en los 
experimentos finales de esta Tesis Doctoral. 
 
Se ha descrito tanto en humanos como en modelos de HP una 
reducción de las corrientes KV, así como disminución de la expresión de 
KV1.5, KV3.1 y KV2.1 (Long et al., 2006; Song et al., 2005; Yuan et al., 
1998; Guignabert et al., 2006; Bonnet et al., 2006). El análisis 
electrofisiológico de las CMLV de AP no mostró cambios significativos en 
la densidad de corriente KV entre las ratas controles y las diabéticas tipo 
1. Del mismo modo la expresión de canales KV1.5 fue similar en ambos 
grupos. Esto es consistente con los resultados encontrados en el modelo 
de predisposición genética a HP de ratas fawn hooded a las 20 semanas 
de edad (prehipertensos), en los que no hay cambios significativos en la 
densidad de corriente ni en la expresión de KV1.5 antes de desarrollar 


























Figura D-1. Interacción entre la señalización intracelular de  BMPR2 y 5-HT en 
la HP. La 5-HT a través de sus receptores (5-HT2A, 5-HT1B) o su transportador (5-
HTT) inicia cascadas de señalización intracelular que inhiben la vía 







6. MARCADORES DE HP EN LA RESISTENCIA A LA 
INSULINA: 
REMODELADO, KV Y BMPR2. 
 
El aumento mantenido de la PAP tiene como resultado final una 
hipertrofia cardiaca derecha, por ello usamos el grosor de la pared 
ventricular derecha como parámetro indirecto de la PAP. En ratones 
apoE-/- con dieta alta en grasa se ha descrito un aumento del índice 
Fulton, indicando la existencia de hipertrofia ventricular derecha en 
este modelo de resistencia a la insulina (Hasmann et al., 2007). Sin 
embargo, en los resultados de esta Tesis Doctoral las ratas Zucker 
obesas no muestran engrosamiento de la pared ventricular comparado 
con las Zucker delgadas.  
 
Se ha sugerido la participación de diferentes proteínas BMP y sus 
receptores en la adipogénesis y la obesidad, mostrando aumentos de la 
expresión de BMPR2 en el tejido adiposo visceral de humanos obesos 
(Schleinitz et al., 2011). Por otro lado, se ha descrito que la expresión 
vascular de BMPR2 puede esta aumentada en fases tempranas de la 
diabetes (Nett et al., 2006). A diferencia de los resultados encontrados 
en las ratas diabéticas tipo 1 y en diferentes modelos de HP, la 
expresión del receptor BMPR2 fue similar en los pulmones de las ratas 
Zucker obesas y delgadas. 
 
En el modelo de ratones diabéticos tipo 2 se ha descrito una reducción 
de la densidad de corriente en miocitos ventriculares, atribuyendo esta 
menor densidad de corriente a la resistencia a la insulina (Shimoni et 
al., 2004). La reducción en la densidad de corriente KV implica 
despolarización celular y activación de procesos proliferativos en CMLV 
(Yuan et al., 1998; Firth et al., 2011). La expresión de KV1.5, tanto a 
nivel de ARNm como de proteína, fue similar en los pulmones de las 




electrofisiológico no mostró diferencias en la densidad de corriente KV, 
ni en la sensibilidad aguda a la hipoxia de las corrientes registradas en 
las CMLV de AP de ambos grupos. Asimismo, no se observaron indicios 
de hipertrofia celular como demuestran los valores de capacitancia 
similares en ambos grupos.  
 
 
7. DIBETES TIPO 1 E HIPOXIA MODERADA. 
 
Existen modelos animales con predisposición a la HP, que desarrollan 
un aumento de la PAP cuando son sometidos a otro factor de riesgo. Así 
los ratones BMPR2+/- y las ratas fawn hooded desarrollan HP tras la 
infusión con 5-HT o tras la exposición a hipoxia, respectivamente (Long 
et al., 2006; Nagaoka et al., 2001). Igualmente, se ha estudiado la 
relación de las mutaciones en el receptor BMPR2 y la HP, pero aún no 
está claro por qué sólo un 20% de los pacientes con mutaciones en 
BMPR2 desarrollan HP. Algunos autores describen la necesidad de lo 
que han denominado “second-hit” para el desarrollo de la HP (MacLean 
y Dempsie, 2010). Es decir, es necesaria la aparición de un segundo 
factor de riesgo. Así, la regulación epigenética y los factores ambientales 
pueden desencadenar HP en condiciones en las que existen alteraciones 
que predisponen a su desarrollo (Rexhaj et al., 2011). De esta manera, 
en la raza de gallinas Broiler fowl, factores ambientales como la 
exposición a bajas temperaturas, la dieta o aumento en la ganancia de 
peso determinan la prevalencia de HP (Wideman et al., 2011; Julian et 
al., 2000, Kim et al., 2011). Así, se ha descrito que la restricción en la 
dieta materna o la preeclamsia, generan una descendencia que 
desarrolla una HP más grave (Rexhaj et al., 2011; Jayet et al., 2010). 
 
En su conjunto, los cambios encontrados en la reactividad de AP y en la 
expresión proteica pulmonar de las ratas diabéticas tipo 1, establecen la 




embargo, a las 6 semanas tras la inducción de la diabetes tipo 1, no se 
encontraron evidencias directas de la elevación de la PAP. Por ese 
motivo, en la parte final de esta Tesis Doctoral, nos propusimos 
estudiar el desarrollo de HP en el modelo de diabetes tipo 1 en 
combinación con hipoxia moderada (14% de O2, equivalente a 3700 m 
de altitud) en ratas Wistar-kyoto, las cuales han demostrado presentar 
mayor sensibilidad al desarrollo de alteraciones pulmonares que la cepa 
Sprague-Dawley (Bochnowicz et al., 2000). 
 
En esta segunda batería de experimentos la diabetes tipo 1 indujo 
disfunción endotelial, como habíamos encontrado previamente. Sin 
embargo, la hipoxia no generó disfunción endotelial en las AP ni 
potenció la generada por la diabetes tipo 1. Se ha demostrado que la 
hipoxia es capaz de generar disfunción endotelial asociada a la 
producción de O2- (Mam et al., 2009). Esta diferencia puede ser debida 
a que en nuestras condiciones experimentales empleamos una hipoxia 
moderada. 
 
En numerosos artículos se describe la importancia del componente 
inflamatorio en las alteraciones asociadas a la enfermedad diabética 
(Creager et al., 2003; Yamagishi et al., 2011; Brownlee, 2005). Por otro 
lado, las evidencias del reclutamiento de células inflamatorias, 
principalmente monocitos y macrófagos, a nivel pulmonar en humanos 
y modelos animales de HP sugieren la participación de procesos 
inflamatorios en el desarrollo de la patología de la HP (Frid et al., 2006; 
Perros et al., 2007; Sanchez et al., 2007; Li et al., 2011; Vergadi et al., 
2011). En los resultados presentados la diabetes tipo 1 da lugar a 
procesos inflamatorios pulmonares, como se demuestra por el aumento 
de la actividad mieloperoxidasa y el aumento de células positivas a 
CD68, correspondientes a macrófagos. Se ha descrito que la hipoxia 
genera reclutamiento de células inflamatorias a nivel pulmonar (Frid et 
al., 2006; Vergadi et al., 2011). Sin embargo, no sucede lo mismo bajo 




células inflamatorias está significativamente aumentada en la 
combinación de diabetes tipo 1 e hipoxia moderada. El hecho de que 
existan infiltrados de células inflamatorias en los pulmones de las ratas 
diabéticas tipo 1 sugiere que es un proceso previo al desarrollo de HP, 
apoyando los resultados que se describen en el trabajo de Vergadi et al., 
2011. 
 
La reducción de la expresión pulmonar de BMPR2 se da tanto en la 
diabetes tipo 1 como en la hipoxia, pero esta reducción no se potencia 
significativamente al combinarse ambos factores. Recientemente se ha 
descrito el papel del receptor BMPR2 en el mantenimiento de la 
integridad de la barrera endotelial en las AP, impidiendo la 
transmigración de células inflamatorias (Burton et al., 2011). Es posible 
que la disminución de BMPR2 esté contribuyendo a la aparición de 
infiltrado inflamatorio en los pulmones de ratas diabéticas. Sin 
embargo, esto no explicaría la ausencia de infiltrados inflamatorios en 
las ratas controles bajo condiciones de hipoxia moderada, lo que sugiere 
que es necesaria la contribución de otro factor presente en la diabetes. 
La reducción de la expresión de BMPR2 desplaza el equilibrio celular 
hacia procesos proliferativos (Chan y Loscalzo, 2008), lo que explica el 
aumento del porcentaje de arterias musculares a nivel pulmonar bajo 
condiciones de hipoxia y de diabetes. Cuando se combinan las 
condiciones de diabetes e hipoxia no existe potenciación del remodelado 
pulmonar, de la misma forma que no existe potenciación en la 
disminución de la expresión de BMPR2. 
 
La hipoxia bloquea numerosos canales de potasio y disminuye la 
densidad de corriente en las CMLV de AP (Frazziano et al., 2011; 
Cogolludo et al., 2009; Yuan et al., 1998, Coppock et al., 2001; Hong et 
al., 2004). Así, bajo las condiciones de hipoxia moderada se registraron 
menores densidades de corriente en CMLV de AP, sin verse afectadas 
por la diabetes tipo 1. Como se ha descrito anteriormente una 




por tanto remodelado. Sin embargo, la diabetes tipo 1 no produce 
cambios significativos en la densidad de corriente pero hay un aumento 
del porcentaje de arterias musculares. 
 
En los resultados se muestra que la exposición del modelo de diabetes 
tipo 1 a una hipoxia moderada genera un aumento de la PAP media y 
por tanto al desarrollo de HP. Un estudio reciente determina que 
pequeños aumentos de la PAP, incluso dentro del rango fisiológico, 
establecen un impacto negativo sobre la supervivencia, 
independientemente de otros factores de riesgo conocidos (Lam et al., 
2009). De esta manera, la elevación de la PAP puede contribuir al 
aumento de los eventos cardiovasculares y disminución de la 




8. DISCUSIÓN GENERAL Y FUTURAS INVESTIGACIONES. 
 
Las alteraciones vasculares sistémicas asociadas a la diabetes han sido 
estudiadas y descritas ampliamente. A lo largo de esta Tesis Doctoral 
nos hemos centrado en el estudio de las posibles alteraciones diabéticas 
a nivel pulmonar asociadas con la HP, un aspecto que hasta la fecha no 
había sido estudiado suficientemente. En el modelo de diabetes tipo 1 
inducido por estreptozotocina se producen alteraciones a nivel 
pulmonar asociadas con la génesis de la HP, tales como la disfunción 
endotelial de las AP, aumento del estés oxidativo, hiperrespuesta a 5-HT 
en las AP, disminución de la expresión pulmonar de BMPR2, infiltración 
de células inflamatorias y remodelado vascular pulmonar. Todas estas 
alteraciones establecen la base sobre la que un factor de riesgo 
adicional puede desencadenar la elevación de la PAP y el 
establecimiento de la HP. En el modelo de ratas Zucker obesas hemos 
descrito una menor respuesta contráctil de las AP a diferentes agentes 
vasoconstrictores debido a un aumento de la expresión de iNOS, sin 
que se observaran cambios en la expresión de BMPR2 ni en la función 
endotelial de las AP. Sin embargo, se ha descrito un aumento de la 
prevalencia de HP en los pacientes diabéticos tipo 2 (Movahed et al., 
2005). La hiperglucemia parece ser el principal factor de las 
alteraciones cardiovasculares encontradas en la diabetes tipo 1 o tipo 2. 
Así, los pacientes con una tolerancia a la glucosa alterada presentan un 
riesgo de sufrir accidentes cardiovasculares similar al de los pacientes 
diabéticos (Qiao et al., 2002 y 2003). En el modelo de diabetes tipo 1, la 
estreptozotocina da lugar a la destrucción de las células β pancreáticas, 
con una deficiencia total de la secreción de insulina, y por tanto unos 
niveles de glucemia muy elevados. En nuestros resultados, el 
tratamiento con insulina reduce la disfunción endotelial y la 
hiperrespuesta de las AP a 5-HT en este modelo. Por otro lado, las ratas 
Zucker obesas presentaron hiperinsulinemia con una ligera tendencia a 
la hiperglucemia que no fue estadísticamente significativa. Los datos 




asociadas a la HP encontradas en las ratas diabéticas tipo 1, mientras 
que los cambios observados en las AP de las ratas Zucker obesas 
corresponden a las alteraciones propias de un estado previo a 
establecimiento de la diabetes tipo 2. 
 
Ante una disminución de los niveles de O2, las células activan 
numerosas vías imprescindibles para la adaptación a las condiciones 
hipóxicas. La mayoría de ellas están reguladas por la unión de HIF-1 a 
los elementos de respuesta a la hipoxia (hypoxia response elements, 
HRE), y esta regulación depende de la capacidad de las células para 
detectar la privación de O2 como una señal para aumentar la 
transcripción y estabilidad de HIF-1. Los cambios de expresión 
inducidos por HIF-1 activan la proliferación, la angiogénesis, la 
diferenciación celular y el remodelado de matriz (Bento y Pereira, 2011). 
Un cambio muy interesante inducido por la hipoxia a través de HIF-1α 
es el “efecto Pasteur”, que consiste en un aumento de expresión de 
enzimas glucolíticas que dirigen un cambio metabólico de una 
respiración mitocondrial (dependiente de O2) a la glucólisis. De forma 
similar, la hiperglucemia es capaz de generar cambios epigenéticos, 
regulando la expresión de genes (Miao et al., 2004; El-Osta et al., 2008). 
En el trabajo de Isoe et al., 2010 se describe la existencia de un 
elemento de respuesta a carbohidratos (carbohydrate response element, 
ChRE) próximo al promotor de HIF-1α. De esta forma, la hiperglucemia 
puede estimular la transcripción y estabilidad de HIF-1α en condiciones 
normóxicas aumentando la expresión de factores de crecimiento y 
enzimas glucolíticas. Sin embargo, en el trabajo de Bento y Pereira 
(2011) se describe que la hiperglucemia favorece la desestabilización y 
degradación de HIF-1α, reduciéndo así la respuesta celular  a hipoxia 
En el trabajo de Williamson et al., 1993 se desarrolla por primera vez la 
teoría de la pseudohypoxia o hipoxia metabólica generada por la 
hiperglucemia, en la que existe un aumento de potencial reductor a 
nivel citoplasmático, un aumento de lactato sobre piruvato y una menor 




autores. Por otro lado, está cobrando importancia la hipótesis 
metabólica del cáncer en la hipertensión pulmonar (Dromparis et al., 
2010), según la cual la excesiva proliferación celular y el aumento del 
consumo de O2, puede generar un ambiente relativamente hipóxico que 
da lugar al desarrollo de un fenotipo glucolítico con una mayor 
captación de glucosa. Asimismo, los pulmones de pacientes con HP 
presentan mayor captación de glucosa (Xu W. et al., 2007). 
Adicionalmente, se ha demostrado que en el modelo de HP inducido por 
monocrotalina existe una mayor captación de glucosa pulmonar, con 
un aumento en la proliferación de CMLV de AP y activación normóxica 
de HIF-1α que dirige el cambio metabólico hacia un fenotipo glucolítico 
(Marsboom et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado que el 
desplazamiento del metabolismo glucolítico hacia la oxidación de la 
glucosa reduce la vasoconstricción y el remodelado de AP en ratones 
con HP (Sutendra et al., 2010).  
 
Tanto la hiperglucemia como la hipoxia son factores importantes de las 
complicaciones diabéticas que producen efectos deletéreos, dando lugar 
a complicaciones como la retinopatías neuropatías, nefropatías y 
enfermedades vasculares sistémicas y pulmonares. Es posible que tanto 
la hipoxia como la hiperglucemia activen un mecanismo común en el 
desarrollo de las alteraciones que dan lugar a HP. Por ello, en 
investigaciones futuras sería interesante estudiar a fondo su posible 










1. Las arterias pulmonares del modelo de ratas diabéticas tipo 1 
presentan 1) disfunción endotelial debido a un aumento de la 
expresión de NADPH oxidasa con el consiguiente aumento de la 
producción de ROS, 2) una exagerada respuesta vasoconstrictora a 
la 5-HT por aumento de actividad y de la expresión de COX-2 y 3) 
cambios en la expresión proteica pulmonar característicos de la HP 
en humanos y modelos animales. Sin embargo, estas alteraciones 
son insuficientes para elevar la presión arterial pulmonar. 
2. A diferencia de los resultados encontrados en el modelo de diabetes 
tipo 1 o en modelos de resistencia a la insulina en ratón, las ratas 
Zucker obesas no desarrollan ninguna de las alteraciones 
características de la HP. Por el contrario, muestran una menor 
respuesta de las arterias pulmonares a vasoconstrictores que se 
previene mediante la inhibición de la iNOS. 
3. El patrón de cambios en los marcadores de HP es diferente en la 
hipoxia moderada y en la diabetes tipo 1. La hipoxia pero no la 
diabetes reduce las corrientes KV
4. En conjunto, los datos presentados en esta Tesis Doctoral 
proporcionan evidencias funcionales, histológicas y moleculares que 
refuerzan la relación de la diabetes con la enfermedad vascular 
pulmonar. Nuestro trabajo remarca el papel de la diabetes mellitus 
como un factor que predispone al desarrollo de HP, induciendo 
alteraciones pulmonares tempranas y acelerando el desarrollo de la 
HP en combinación con otros factores de riesgo.
, mientras que la diabetes pero no 
la hipoxia induce disfunción endotelial. Ambos factores, de forma 
independiente, dan lugar a la disminución BMPR2 y al remodelado 
vascular pulmonar. La diabetes, por su parte, induce infiltrados 
pulmonares de macrófagos que se potencian en combinación con la 
hipoxia moderada. Se requiere la combinación de ambos factores 
para producir la elevación de la presión arterial pulmonar. 
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CONCLUSIONS. 
1. Pulmonary arteries of type 1 diabetic rats develop 1) endothelial 
dysfunction as a result of up-regulation of NADPH oxidase and 
increased ROS production, 2) an exaggerated response to 5-HT due 
to activation and augmented expression of COX-2, and 3) changes in 
lung protein expression characteristic of clinical and experimental 
PH. However, these alterations are insufficient to elevate pulmonary 
pressure. 
2. In contrast to the results found in rat models of type 1 diabetes or 
other mice models of insulin resistance, the obese Zucker rats do not 
show any of the characteristic features of PH but rather a reduced 
PA vasoconstrictor response which is prevented by inhibition of 
iNOS.  
3. The pattern of changes in markers of PH is different for moderate 
hypoxia and diabetes. Hypoxia but not diabetes strongly reduces KV
4. Taken together, our data provide functional, molecular and 
histological evidences that further strengthen the link between 
diabetes and pulmonary vascular disease. This work highlights the 
role of diabetes mellitus as a predisposing factor leading to early 
pulmonary alterations that in association with other risk factors may 
accelerate the onset of PH. 
 
currents, and diabetes but not hypoxia induces pulmonary artery 
endothelial dysfunction. Both factors independently downregulate 
BMPR2 and induce pulmonary vascular remodelling. However, 
diabetes but not hypoxia induces pulmonary infiltration of 
macrophages which is markedly increased when both factors are 
combined. The combination of both factors is required to induce a 
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Lopez-Lopez JG, Moral-Sanz J, Frazziano G, Gomez-Villalo-
bos MJ, Flores-Hernandez J, Monjaraz E, Cogolludo A, Perez-
Vizcaino F. Diabetes induces pulmonary artery endothelial dysfunc-
tion by NADPH oxidase induction. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol 295: L727–L732, 2008. First published August 22, 2008;
doi:10.1152/ajplung.90354.2008.—Recent data suggest that diabetes
is a risk factor for pulmonary hypertension. The aim of the present
study was to analyze whether diabetes induces endothelial dysfunc-
tion in pulmonary arteries and the mechanisms involved. Male
Sprague-Dawley rats were randomly divided into a control (saline)
and a diabetic group (70 mg/kg1 streptozotocin). After 6 wk,
intrapulmonary arteries were mounted for isometric tension recording,
and endothelial function was tested by the relaxant response to
acetylcholine. Protein expression and localization were measured by
Western blot and immunohistochemistry and superoxide production
by dihydroethidium staining. Pulmonary arteries from diabetic rats
showed impaired relaxant response to acetylcholine and reduced
vasoconstrictor response to the nitric oxide (NO) synthase inhibitor
L-NAME, whereas the response to nitroprusside and the expression of
endothelial NO synthase remained unchanged. Endothelial dysfunc-
tion was reversed by addition of superoxide dismutase or the NADPH
oxidase inhibitor apocynin. An increase in superoxide production and
increased expression of the NADPH oxidase regulatory subunit
p47phox were also found in pulmonary arteries from diabetic rats. In
conclusion, the pulmonary circulation is a target for diabetes-induced
endothelial dysfunction via enhanced NADPH oxidase-derived super-
oxide production.
pulmonary arteries; superoxide; nitric oxide; streptozotocin
TYPE 1 AND TYPE 2 DIABETES are associated with an increased risk
of microvascular and macrovascular complications, including
nephropathy, retinopathy, systemic hypertension, and athero-
sclerosis (23). Despite this association with systemic cardio-
vascular disease, until recently, diabetes had not been impli-
cated as a risk factor in pulmonary arterial hypertension
(PAH), a syndrome that in its most severe form (idiopathic
PAH) is a rare but incurable disease leading to progressive
right heart failure and death (9, 14). However, some recent data
suggest a link between diabetes, especially type 2 diabetes, and
PAH. Thus, patients with diabetes mellitus type 2 have signif-
icantly higher prevalence of PAH that is independent of coro-
nary artery disease, hypertension, congestive heart failure, or
smoking (21). PAH was also more severe in patients with
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) plus diabetes
mellitus type 2 compared with patients with only COPD (19).
In addition, maternal diabetes (either type 1 or type 2) is an
independent risk factor for persistent pulmonary hypertension
of the newborn (13). There is also some experimental evidence
linking type 1 and type 2 diabetes with pulmonary hyperten-
sion. Thus, male apoE/ mice on a high-fat diet, an animal
model of insulin resistance and metabolic syndrome, develop
PAH (12). Right ventricular hypertrophy, suggestive of PAH,
has been found in rats treated with streptozotocin, a model of
type 1 diabetes (1).
Endothelial dysfunction, classically characterized by a re-
duced capacity of endothelial cells to induce vasodilatation via
the release of nitric oxide (NO), is an early and independent
predictor of poor prognosis in most forms of cardiovascular
disease (25, 29), including PAH (2, 7), and also in COPD (3).
A considerable body of evidence in humans indicates that
endothelial dysfunction is a key factor in the development of
diabetic retinopathy, nephropathy, and atherosclerosis in both
type 1 and type 2 diabetes (15, 26, 30). The signaling pathway
of NO, cGMP, and cGMP-dependent protein kinase has been
shown to be downregulated under diabetic conditions and
contributes to the development of diabetic vascular complica-
tions (6, 31, 32).
In the present study, we have characterized the effects of
type 1 diabetes on pulmonary arteries. We demonstrate for the
first time that diabetes induces endothelial dysfunction in
pulmonary arteries, an effect that might explain a higher
incidence of PAH in diabetic patients. Moreover, we show
that diabetes-induced endothelial dysfunction is due to an
upregulation of NADPH oxidase and the subsequent in-
crease in superoxide (O2), leading to a reduction in the
bioavailability of NO.
MATERIALS AND METHODS
Animals and experimental groups. The investigation conforms with
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National
Institutes of Health Publication No. 85-23, revised 1996), and the
procedures were approved by our institutional review board. Male
Sprague-Dawley rats (150–200 g) were randomly divided into a
control and a diabetic group. Diabetes was induced by a single
intraperitoneal injection of 70 mg/kg1 streptozotocin (controls were
injected with saline) and followed for 6 wk. Hyperglycemia (350
mg/dl) in the diabetic rats was confirmed using a OneTouch Ultra
glucometer.
Vascular reactivity studies. Intrapulmonary artery rings (2–3 mm
long, internal diameter 0.5–0.8 mm) were dissected and mounted
under 0.75 g of resting tension in organ chambers as previously
described (8). After equilibration, rings were precontracted by 1
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mol/l phenylephrine, and concentration-response curves to acetyl-
choline (Ach; 1 nmol/l-100 mol/l) or sodium nitroprusside (0.1
nmol/l–30 mol/l in the dark) were performed by cumulative addition
in the absence or presence of the NO synthase (NOS) inhibitor
L-NAME (100 mol/l), superoxide dismutase (SOD; 100 U/ml), or
the NADPH oxidase inhibitor apocynin (300 mol/l). In some rings,
a concentration-response curve to phenylephrine (1 nmol/l–30 mol/l)
was carried out by cumulative addition of the drug.
Western blot analysis. Pulmonary artery or whole lung homoge-
nates were run on a SDS-PAGE, and Western blot was performed as
described (18) using primary monoclonal mouse anti-eNOS (Trans-
duction Laboratories, San Diego, CA), anti-SOD-1 antibodies (Stress-
Gen, Victoria, Canada), polyclonal rabbit anti-p47phox antibodies
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), and mouse anti-- or
anti--actin (Sigma, Tres Cantos, Madrid).
In situ detection of vascular superoxide production. Unfixed pul-
monary rings were cryopreserved, included in OCT, frozen, and cut
into 20-m cross sections as described (8). Sections were incubated
for 30 min in HEPES-buffered solution containing dihydroethidium
(10 mol/l), counterstained with the nuclear stain DAPI, and photo-
graphed. Fluorescence was quantified using ImageJ (version 1.32j,
National Institutes of Health). Superoxide production was estimated
from the ratio of ethidium:DAPI fluorescence (18).
Immunohistochemistry. Sections (20 m) of pulmonary arteries
were prepared as described above for dihydroethidium fluorescence
and fixed with 4% paraformaldehyde for 1 h, and immunohistochem-
istry was performed as described (18).
Statistical analysis. Results are expressed as means  SE of
measurements. Statistical analysis was performed by comparing the
control and diabetic groups with an unpaired Student’s t-test. P 
0.05 was considered statistically significant. Individual cumulative
concentration-response curves were fitted to a logistic equation. The
maximal drug effect (Emax) and the negative log molar drug concen-
tration producing 50% of the Emax (pD2) were calculated from the
fitted curves for each ring.
RESULTS
Endothelial dysfunction in diabetic pulmonary arteries.
Stimulation of pulmonary artery rings with 80 mmol/l KCl
results in a contractile response that is usually regarded as
indicative of the smooth muscle contractile capacity. This
response was similar in pulmonary artery rings from control
and diabetic rats (374  14 and 373  94 mg, respectively).
After washing KCl, a cumulative concentration-response curve
to the -adrenoceptor agonist phenylephrine showed an in-
creased maximal response in the diabetic group compared with
the control one (Fig. 1A, Emax 106  6 vs. 83  7% of the
response to KCl) without changes in the concentration of the
vasoconstrictor required for half-maximal activation (pD2 val-
ues 7.40  0.25 vs. 7.37  0.10, respectively). In rings
preconstricted with phenylephrine (100 nmol/l, i.e., 60–75%
of its maximal response), increasing concentrations of ACh
induced a relaxant response that is considered as an index of
endothelial function. This relaxant response was dramatically
reduced in pulmonary arteries from diabetic rats compared
with controls (Fig. 1B). The analysis of the concentration-
response curve indicated that diabetes induced a change in the
maximal relaxant response (Emax values were 71  5% and
34  6% in the control and diabetic group, respectively, P 
0.01) without significant changes in the concentration of ACh
required for half-maximal relaxation (pD2 6.28  0.10 vs.
6.38  0.11, respectively).
NO dependence. The relaxant response induced by ACh was
fully inhibited by the NOS inhibitor L-NAME in both groups
(Fig. 2A). These results suggest that the NO pathway is
impaired in the diabetic animals. Moreover, the NOS inhibitor
L-NAME induced a significant contraction in pulmonary arter-
ies from control rats that was negligible in the diabetic animals
(Fig. 2B). These results indicate that, in control animals, there
is a basal NO synthesis regulating pulmonary artery tone that
is absent in the diabetic animals. To analyze whether the
impaired response to endothelial-derived NO is due to a re-
duced bioavailable NO or due to a defect in the signaling of
NO in vascular smooth muscle, we analyzed the effects of
nitroprusside, which directly activates soluble guanylyl cyclase
in vascular smooth muscle, mimicking the effects of endoge-
nous NO. The relaxation induced by the soluble guanylyl
cyclase activator nitroprusside was not different between
groups (Fig. 2C). To analyze the possible role of changes in
endothelial NOS (eNOS), its expression was analyzed in
lung homogenates by Western blot. The expression of this
enzyme was similar in diabetic compared with control rat
lungs (Fig. 2D).
Role of superoxide. We analyzed the relaxant response of
ACh in pulmonary arteries treated with SOD. SOD produced
an increase in the relaxant response of ACh, with this effect
much more marked in the diabetic compared with the control
arteries (Fig. 3A). Therefore, in the presence of SOD, the
Fig. 1. Diabetes-induced endothelial dysfunction. A: vasoconstrictor responses
to phenylephrine and vasodilator responses to acetylcholine (B) in pulmonary
arteries from control and diabetic rats. Responses to acetylcholine were
analyzed in arteries stimulated with phenylephrine (100 nmol/l). Results are
expressed as means  SE (n 	 6 and 5 in control and diabetic, respectively,
in A and n 	 13 and 12, respectively, in B). *P  0.05 and **P  0.01 vs.
control rings.
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maximal relaxant responses to ACh were not significantly
different in control and diabetic rats (Emax 	 91  5% and
83  4%, respectively). To characterize and localize superox-
ide production within the vascular wall, ethidium red fluores-
cence was analyzed in sections of pulmonary arteries incubated
with dihydroethidium. Dihydroethidium is oxidized by super-
oxide to yield ethidium, which stains DNA. Positive red
staining, indicative of superoxide production, was quantified
and normalized to the blue fluorescence of the nuclear stain
DAPI, allowing comparisons between different sections. Rings
from diabetic rats showed a marked increased staining in
adventitial, medial, and endothelial cells compared with con-
trol (Fig. 3B). We also determined whether there were changes
in the expression of SOD-1, the main lung antioxidant enzyme
responsible for superoxide clearance. Paradoxically, SOD-1
expression was increased in pulmonary arteries from diabetic
rats (Fig. 3C).
Role of NADPH oxidase. To analyze a possible role of
NADPH oxidase, we tested the effects of apocynin, an inhib-
itor of this superoxide-generating complex, on the relaxant
response of ACh in pulmonary arteries. As shown with SOD,
apocynin also produced a marked increase in the relaxant
response of ACh, again with this effect much more marked in
the diabetic compared with the control arteries (Fig. 4A, 108
2% and Emax 	 94  4%, respectively). Therefore, we ana-
lyzed the expression of p47phox, the regulatory subunit of
NADPH oxidase in pulmonary arteries from control and dia-
betic rats. Figure 4B shows that this NADPH oxidase subunit
was markedly increased in the vessels of diabetic compared
with control rats. Likewise, a strong increase in p47phox im-
munostaining was observed in the adventitia and in the media
in sections of pulmonary arteries (Fig. 4C).
DISCUSSION
Herein we show that treatment with streptozotocin, an es-
tablished model for type 1 diabetes, induced endothelial dys-
function in rat pulmonary arteries. This effect was associated
with a reduced vasoconstrictor response to the NOS inhibitor
L-NAME, whereas the response to nitroprusside and the ex-
pression of eNOS remained unchanged. Endothelial function
was restored by addition of SOD or the NADPH oxidase
inhibitor apocynin. An increase in superoxide production and
increased expression of the NADPH oxidase regulatory subunit
p47phox was also found in pulmonary arteries from diabetic
rats.
In pulmonary arteries from animals and humans, NO is the
major vasoactive factor accounting for endothelium-dependent
relaxation (16, 28). Likewise, in the present study, ACh-
induced pulmonary artery relaxation in both control and dia-
betic rats was entirely dependent on endothelium-derived NO
because it was abolished by L-NAME. Thus, the diminished
ACh-induced relaxation indicates an impaired agonist-induced
NO bioactivity. The impairment of the NO pathway for pul-
monary artery relaxation is further supported by the lack of a
contractile response induced by L-NAME in diabetic rats.
Thus, not only agonist-induced but also basal NO bioactivity
was impaired in diabetic pulmonary arteries.
Endothelium-dependent relaxation requires 1) Ca2
-depen-
dent activation of eNOS in endothelial cells leading to NO
synthesis, 2) NO diffusion to the adjacent smooth muscle cells,
3) NO-induced activation of soluble guanylyl cyclase leading
to cyclic GMP synthesis, and 4) activation of protein kinase G.
All these steps in the signaling pathway of NO in systemic
vessels have been reported to be impaired by high glucose in
Fig. 2. Role of nitric oxide (NO). A: inhibitory effects of
the NO synthase inhibitor L-NAME (100 mol/l) on
acetylcholine-induced relaxation in arteries from control
and diabetic rats stimulated with phenylephrine (100
nmol/l). B: contractile responses induced by L-NAME
(100 mol/l). C: sodium nitroprusside-induced relax-
ation in arteries stimulated with phenylephrine (100
nmol/l). D: expression of endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS) in lung homogenates analyzed by Western
blot. Densitometric values were normalized to -actin
and presented as a percentage of values in control group.
Results are expressed as means  SE (n 	 7 and 6,
control and diabetic, respectively, in A, B, and C, and n	
6 and 5, respectively, in D). **P 0.01 vs. control rings.
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in vitro studies and/or in type 1 and type 2 diabetes (15, 26, 30,
31, 32). In the present study, the relaxant response to the
activator of soluble guanylyl cyclase nitroprusside was similar
in control and diabetic rats, indicating that alterations in the
latter two steps mentioned above do not seem to contribute to
diabetes-induced endothelial dysfunction in pulmonary arter-
ies. On the other hand, changes in the expression of eNOS in
Fig. 4. Role of NADPH oxidase. A: effects of preincubation with the NADPH
oxidase inhibitor apocynin (300 mol/l) on endothelial dysfunction. Acetyl-
choline-induced relaxation was analyzed in arteries from control and diabetic
rats stimulated with phenylephrine (100 nmol/l). B: expression of p47phox in
pulmonary artery homogenates analyzed by Western blot. Densitometric val-
ues were normalized to -actin and presented as a percentage of values in
control group. C: immunohistochemical localization of p47phox. Shown are
p47phox protein (red fluorescence, left), elastin (green autofluorescence, mid-
dle), and nuclei (blue fluorescence of the nuclear stain DAPI, right). Images
(400 magnification) are representative of 10–12 sections from 4 different
pulmonary arteries. Results are expressed as means SE (n	 6 and 5, control
and diabetic, respectively, in A and n 	 5 in B). **P  0.05 vs. control rings.
Fig. 3. Role of superoxide. A: effects of preincubation with superoxide
dismutase (SOD; 100 U/ml) on endothelial dysfunction. Acetylcholine-in-
duced relaxation was analyzed in arteries from control and diabetic rats
stimulated with phenylephrine (100 nmol/l). B: superoxide production in
pulmonary arteries. Top: shows arteries incubated in the presence of dihydro-
ethidium, which produces a red fluorescence when oxidized to ethidium by
superoxide. Bottom: shows blue fluorescence of the nuclear stain DAPI (400
magnification). Right: averaged values of red ethidium fluorescence normal-
ized to blue DAPI. C: expression of SOD-1 in pulmonary artery homogenates
analyzed by Western blot. Densitometric values were normalized to -actin
and presented as a percentage of values in control group. Results are ex-
pressed as means  SE (n 	 5 and 7, control and diabetic, respectively, in
A, n 	 6 and 5, respectively, in B, and n 	 6 and 5, respectively, in C).
*P  0.05 vs. control rings.
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experimental models of diabetes are controversial. Thus both
increased and decreased expression of eNOS in different sys-
temic vessels has been reported in the same model used herein
(22, 32). Our data show that in the pulmonary arteries, there is
no significant change in eNOS expression, ruling out that
deficient eNOS protein might account for endothelial dysfunc-
tion.
One of the key mechanisms of endothelial dysfunction
involves the vascular production of reactive oxygen species,
particularly superoxide, which reacts rapidly with and inacti-
vates NO (27). Endothelial dysfunction associated with both
diabetes and PAH has been reported to involve the vascular
production of superoxide, which reacts rapidly with NO, lim-
iting its diffusion (5, 7, 27). Dihydroethidium staining indi-
cated a marked increase in superoxide production in pulmonary
arteries from diabetic rats. The fact that in the diabetic pulmo-
nary arteries the impaired relaxant response to ACh was
significantly rescued by SOD, the main physiological scaven-
ger of superoxide, indicates a functional role of the increased
superoxide on diabetes-induced endothelial dysfunction. The
expression of the Cu/Zn-SOD (SOD-1) has been reported to be
reduced in aortae and in the liver from streptozotocin-treated
rats (20, 24), which suggested that the increased superoxide
was attributable, at least in part, to a reduced Cu/Zn-SOD
activity. In sharp contrast, we found that SOD-1 was increased
in diabetic pulmonary arteries. A similar finding was reported
in mesenteric arteries from streptozotocin-treated rats, perhaps
reflecting a compensatory response to the increase in oxidative
stress (10).
The NADPH oxidase, a multi-enzymatic complex formed by
gp91phox or its vascular analogous nox-1 and nox-4, rac,
p22phox, p47phox, and p67phox, is considered to be the most
important source of superoxide in the vessel wall. Furthermore,
the expression and activity of this complex are increased in
patients with endothelial dysfunction, atherosclerosis, and
other cardiovascular risk factors. Accumulating evidence sug-
gests that increased vascular expression of NADPH oxidase
subunit proteins induced by high glucose in vitro or in diabetes
and PAH plays an important role in development of endothelial
dysfunction (4, 11, 17). To analyze whether upregulation of
NADPH oxidase might account for endothelial dysfunction in
diabetic pulmonary arteries, we analyzed the expression of the
NADPH oxidase regulatory subunit p47phox. We found a
marked increase in the expression of this subunit both by
Western blot and immunohistochemical analysis. The func-
tional role of the upregulated NADPH oxidase was confirmed
by the restoration of endothelial function by the inhibitor of
this enzymatic complex apocynin.
The development of PAH and right ventricular hypertrophy
reported in insulin-resistant male apoE/ mice (12) is con-
sistent with the epidemiological data linking type 2 diabetes
and PAH (13, 19, 21). In the same model of type 1 diabetes as
used herein, right ventricular hypertrophy was also observed
(1). The impairment of the pulmonary vascular function de-
scribed in the present paper further supports that type 1
diabetes is also associated with pulmonary vascular dysfunc-
tion.
In conclusion, our present results demonstrate that the pul-
monary circulation is also a target for diabetes-induced damage
via enhanced NADPH oxidase-derived superoxide and add
experimental support for the recently reported association be-
tween diabetes and PAH.
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ABSTRACT
Recent epidemiological data suggest that diabetes is a risk
factor for pulmonary arterial hypertension. The aim of the pres-
ent study was to analyze the link between type 1 diabetes and
pulmonary arterial dysfunction in rats. Male Sprague-Dawley
rats were randomly divided into a control group (saline) and a
diabetic group (70 mg/kg streptozotocin). After 6 weeks, dia-
betic animals showed a down-regulation of the lung bone mor-
phogenetic protein receptor type 2, up-regulation of 5-hydroxy-
tryptamine (5-HT) 2A receptors and cyclooxygenase-2 (COX-2)
proteins as measured by Western blot analysis, and increased
contractile responses to 5-HT in isolated intrapulmonary arter-
ies. The hyper-responsiveness to 5-HT was endothelium-inde-
pendent and unaffected by inhibition of nitric-oxide synthase
but prevented by indomethacin, the selective COX-2 inhibitor
N-[2-(cyclohexyloxyl)-4-nitrophenyl]-methane sulfonamide (NS-398),
superoxide dismutase, and theNADPHoxidase inhibitor apocynin or
chronic treatment with insulin. However, diabetic rats at 6 weeks did
not develop elevated right ventricular pressure or pulmonary artery
muscularization, whereas a longer exposure (4 months) to diabetes
induced amodest, but significant, increase in right ventricular systolic
pressure. In conclusion, type 1 diabetes mellitus in rats induces a
number of changes in lung protein expression and pulmonary vas-
cular reactivity characteristic of clinical and experimental pulmonary
arterial hypertension but insufficient to elevate pulmonary pressure.
Our results further strengthen the link between diabetes and pulmo-
nary arterial hypertension.
Introduction
Despite the fact that type 1 and type 2 diabetes are
strongly associated with systemic cardiovascular diseases
(Rutter et al., 2005) the relationship with pulmonary vascu-
lar disease has been almost disregarded (Fouty, 2008). How-
ever, epidemiological studies suggest a link between diabetes
and pulmonary arterial hypertension (PAH) (Movahed et al.,
2005; Makarevich et al., 2007; Zamanian et al., 2009). In
addition, maternal diabetes is an independent risk factor for
persistent pulmonary hypertension of the newborn (Hernan-
dez-Diaz et al., 2007). There is also some experimental evi-
dence linking type 2 diabetes with PAH. Thus, male
ApoE(/) mice on a high-fat diet, an animal model associ-
ated to insulin resistance, developed PAH that was pre-
vented by the antidiabetic drug rosiglitazone (Hansmann et
al., 2007).
PAH exhibits a complex pathophysiology, unlikely to be
explained by a single factor (Chan and Loscalzo, 2008; Ra-
binovitch, 2008). Mutations in bone morphogenetic protein
receptor type 2 (BMPR2) underlie many heritable and spo-
radic cases of PAH (International PPH Consortium, et al.,
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2000), and down-regulation of its expression is a common
feature of several forms of PAH (Atkinson et al., 2002). In-
activation, down-regulation, or gene polymorphisms of volt-
age-gated potassium channels (KV) have also been implicated
in PAH (Yuan et al., 1998). Several lines of evidence also
indicate that serotonin [5-hydroxytryptamine (5-HT)] plays a
central role in the pathogenesis of this entity. Thus, 5-HT
stimulates pulmonary artery (PA) contraction and smooth
muscle cell proliferation and blocks KV (MacLean et al., 2000;
Cogolludo et al., 2006b). Hyper-responsiveness to 5-HT in
large and small PAs is a common feature of PAH (Le Cras et
al., 2000; Sato et al., 2000; Keegan et al., 2001; Thomas and
Wanstall, 2003; Rodat et al., 2007). Elevated plasma levels of
5-HT and overexpression or polymorphisms in the genes
encoding 5-HT receptors or the 5-HT transporter are associ-
ated with the disease (MacLean et al., 2000). It has also been
suggested that local endothelium-derived 5-HT acting in a
paracrine manner may be involved in PAH (Eddahibi et al.,
2006). Furthermore, pharmacological inhibition or genetic
deletion of 5-HT receptors or the 5-HT transporter attenu-
ates PAH and prolongs survival (MacLean et al., 2000). Loss
of nitric-oxide bioavailability is an additional component of
the endothelial dysfunction and vascular pathology found in
PAH (Coggins and Bloch, 2007).
In rats treated with streptozotocin, a widely used model of
type 1 diabetes, we have found pulmonary endothelial dys-
function associated with increased superoxide production
and up-regulation of the NADPH oxidase subunit p47phox
(Lopez-Lopez et al., 2008). Right ventricular hypertrophy has
also been found in this model (Al-Shafei et al., 2002). We
hypothesized that type 1 diabetes could lead to the develop-
ment of PAH. Therefore, the present study was designed to
analyze the effects of streptozotocin on pulmonary markers of
PAH, including the pulmonary expression of key proteins of
the disease, KV currents, PA pressure, and right ventricular
hypertrophy. We also further analyzed the mechanisms con-
tributing to the vascular hyper-reactivity of PA to 5-HT.
Materials and Methods
Animals and Treatments. The investigation conforms with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Insti-
tutes of Health Publication 85-23, revised 1996), and the procedures
were approved by the institutional review board (Comite´ de Experi-
mentacio´n Animal, Universidad Complutense de Madrid, Madrid,
Spain). Male Sprague-Dawley rats were randomly divided into con-
trol and diabetic groups. Diabetes was induced by a single intraperi-
toneal injection of 70 mg/kg streptozotocin (controls were injected
with saline) and followed for 6 weeks (one group was followed for 4
months). In a further experimental series, streptozotocin-treated
rats were randomly cotreated with insulin glargine (5 units/kg, once
daily) or saline. Blood glucose was analyzed using a clinical glucometer.
Pressure Measurements. Systolic and diastolic systemic arterial
pressures (SAPs) were analyzed with a pressure transducer via a cath-
eter located in the right carotid artery in anesthetized (pentobarbitone,
30–50 mg/kg i.p.) rats ventilated with room air. Right ventricular sys-
tolic pressure (RVSP) was then measured in open-chest rats with a
pressure transducer via a catheter advanced through the right jugular
vein and placed into the right ventricle (RV).
Lung Histology. The right lung was inflated in situ with formol
(via a column of 25-cm height through the trachea) and embedded in
paraffin. Lung sections were stained by hematoxylin/eosin and Mas-
son trichrome techniques and examined by light microscopy. Elastin
was visualized by its green autofluorescence. Small arteries were
analyzed in a blinded fashion and categorized as muscular, partially
muscular, or nonmuscular.
Vascular Reactivity. Intrapulmonary artery rings (2–3 mm
long, internal diameter 0.5–0.8 mm) were dissected and mounted
in Krebs’ solution under 0.75 g of resting tension in organ chambers
as described previously (Cogolludo et al., 2006b). In some experi-
ments, the endothelium was removed by gently rubbing the intimal
surface of the rings with a metal rod. The endothelium removal
procedure was verified by the inability of acetylcholine (106 M) to
relax arteries precontracted with 106 M phenylephrine. After equil-
ibration, rings were precontracted by 80 mM KCl, and once a stable
contraction was reached they were washed with Krebs’ solution for
30 min, and concentration-response curves to 5-HT (108 to 104 M)
were performed by cumulative addition in the absence or presence of
drugs.
KV Current Recordings. PA smooth muscle cells were enzymat-
ically isolated, and membrane currents were recorded using the
whole-cell configuration of the patch-clamp technique as described
previously (Cogolludo et al., 2006b).
Western Blot Analysis. Pulmonary artery or whole lung ho-
mogenates were run by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis,
and Western blot was performed as described previously (Moreno
et al., 2004) using primary monoclonal mouse anti-- or anti--
actin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), anti-BMPR2 (BD Biosci-
ences Transduction Laboratories, Lexington, KY), anti-5HT2A (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), anti-cyclooxygenase-2
(COX-2) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI), or anti-KV1.5 (Alomone
Labs, Jerusalem, Israel) antibodies.
Statistical Analysis. Results are expressed as means S.E.M. of
measurements. Statistical analysis was performed by an unpaired
Student’s t test and for multiple comparisons by one-way analysis of
variance followed by a Newman-Keuls test. P  0.05 was considered
statistically significant. Individual cumulative concentration-re-
sponse curves were fitted to a logistic equation. The maximal drug
effect (Emax) and the drug concentration producing 50% of the Emax
(EC50) expressed as negative log molar value (pD2) were calculated
from the fitted curves for each ring. Apparent pKB values were
calculated according to the equation pKB 	 log(DR  1)  log[B],
where DR is the ratio of the mean EC50 values of the agonist in the
presence and absence of a given concentration ([B]) of the antagonist.
Results
Right Ventricular Systolic Pressure and Right Ven-
tricular Weight. After 6 weeks of streptozotocin treatment,
animals developed the expected increase in blood glucose
(488  39 mg/dl; P  0.01 versus 134  13 mg/dl in control
animals) and decrease in body weight (BW) (196  13 g; P 
0.01 versus 367  10 g in control animals). We found no
significant changes in RVSP or the ratios of the free wall of
the RV to BW, free wall of the left ventricle (LV) plus septum
(S) to BW or RV/(LV
S) compared with controls (Fig. 1A).
Moreover, diabetes did not modify the percentage of muscu-
lar, partially muscular, or nonmuscular arteries (Fig. 1B).
However, in the group treated for 4 months with streptozo-
tocin (blood glucose 473  31 mg/dl; P  0.01 versus 125  5
mg/dl in control animals) there was a significant increase in
RVSP compared with parallel controls (22.4  1.9, n 	 6
versus 16.7  0.7 mm Hg, n 	 4; P  0.05).
Lung BMPR2 But Not KV1.5 Expression Is Down-
Regulated in Diabetes. Because BMPR2 and KV1.5 are key
proteins involved in PAH we examined its expression in
diabetic lungs. Diabetes induced a clear down-regulation of
lung BMPR2 expression (Fig. 2A). In contrast, the expression
of KV1.5 channel protein was not significantly modified in
these diabetic animals (Fig. 2B). In isolated PA smooth mus-
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cle cells, membrane capacitance, an estimate of membrane
surface, was similar in both groups (14  2 and 14  1 pF in
control and diabetic, respectively; not significant). We also
observed a nonsignificant decrease in the amplitude of the
KV currents in diabetic animals (Fig. 2C).
PA from Diabetic Rats Show Endothelium-Indepen-
dent Hyper-Responsiveness to 5-HT. 5-HT induced a con-
centration-dependent contractile response that was higher in
diabetic rats compared with control rats (Fig. 3A). The anal-
ysis of the concentration-response curve indicated that dia-
betes induced an increase in the maximal contractile re-
sponse (Emax; Fig. 3C) without significant changes in the
concentration of 5-HT required for half-maximal contraction
(pD2; Fig. 3C). Because this increased response could be
attributed to a reduced nitric-oxide bioavailability (Lopez-
Lopez et al., 2008) similar experiments were carried out in
the presence of the nitric-oxide synthase inhibitor L-NAME.
This drug increased the maximal response to 5-HT in both
diabetic and control animals (P  0.05), but the difference
between both groups remained highly significant (P  0.01;
Fig. 3, B and C). Likewise, in endothelium-denuded arteries
the response to 5-HT was higher (P  0.01) than in intact
ones, but again diabetic-denuded vessels were strongly hy-
per-responsive (P  0.01; Figs. 3C and 4A). In endothelium-
denuded arteries from rats cotreated with streptozotocin plus
insulin (blood glucose 	 178  5 mg/dl) the Emax of 5-HT was
reduced (115  17%; P  0.05) compared with the parallel
group of streptozotocin-treated rats (glucose 	 440  26;
Emax 	 201  17%).
Role of 5-HT2A Receptors. We analyzed the contractile
response of 5-HT in endothelium-intact and -denuded PA in
the presence of the competitive antagonist of 5-HT2A recep-
tors, ketanserin. This drug produced a rightward shift of the
concentration response to 5-HT (Fig. 4A). The calculated pKB
values of ketanserin from this shift, an indicator of the po-
tency of the antagonist, were 8.2 in both intact and denuded
arteries (Fig. 4B). These pKB values are in agreement with
the expected potency of the antagonist for 5-HT2A receptors
(8.1–9.7) (Alexander et al., 2008), indicating that these re-
ceptors seem to play a major role in 5-HT contraction as
reported previously (MacLean et al., 1996). The potency of
ketanserin was similar in control and diabetic animals in
both intact and denuded vessels. To analyze the possible role
of changes in 5-HT2A receptors, its expression was analyzed
in lung homogenates by Western blot. The expression of the
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Fig. 2. Diabetes down-regulates BMPR2 but not Kv1.5 expression. A and
B, expression of BMPR2 (A) and Kv1.5 (B) in lungs from diabetic (d) and
parallel control (c) rats measured by Western blot. , P  0.05 versus
control. C, KV currents recorded in isolated PA smooth muscle cells. Left,
current traces are shown for depolarization pulses from 60 to 
60 mV
from a holding potential of 60 mV. Right, current-voltage relationships




































































Fig. 1. Effects of diabetes on RVSP, right ventricular hypertrophy, and
PA muscularization. A, systolic and diastolic SAP, RVSP, right ventric-
ular weight relative to body weight (RV/BW), and right ventricular
weight relative to left ventricular plus septum weight [RV/(LV
S)] in
control (open columns) and streptozotocin-treated (solid columns) rats
(n	 5 and 8, respectively). B, percentage of muscular, partially muscular,
and nonmuscular arteries in control and diabetic rats (n 	 4). Each
column represents the mean  S.E.M.
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Role of Cyclooxygenase-2. To analyze a possible role of
COX, we tested the effects of the nonselective COX inhibitor
indomethacin in endothelium-intact vessels. This drug pro-
duced a weak rightward shift of the curve to 5-HT in PA from
control rats (Fig. 5A), leading to a significant decrease in the
pD2 value (Fig. 5C). It is noteworthy that indomethacin abol-
ished the hyper-responsiveness to 5-HT in diabetic rats. In
the presence of the selective COX-2 inhibitor N-[2-(cyclohexy-
loxyl)-4-nitrophenyl]-methane sulfonamide (NS-398) the re-
sponses to 5-HT in control rats were similar to those in its
absence. However, in diabetic rats, this drug prevented the
enhanced response to 5-HT and also induced a weak right-
ward shift of the curve (Fig. 5B), leading to a significant
decrease in the pD2 value (Fig. 5C). Consistent with a role for
COX-2 in the vascular responses, the amount of this protein
was strongly increased in PA from diabetic rats (Fig. 5D).
Role of Superoxide. Because we have reported previ-
ously an increase in NADPH oxidase-derived superoxide in
PA from diabetic rats (Lopez-Lopez et al., 2008), we analyzed
the contractile response to 5-HT in endothelium-intact PA
treated with superoxide dismutase (SOD) or the NADPH
oxidase inhibitor apocynin. The contraction induced by 5-HT
in control rats (Fig. 6) was similar to that observed in the
absence of the drugs (Fig. 3A). However, both treatments
prevented enhanced response to 5-HT in diabetic rats.
Effects of Exogenous Addition of Superoxide and a
Thromboxane A2 Analog. The responses to 5-HT in PA
from control rats were analyzed in the presence of the
superoxide-generating drug pyrogallol or the thromboxane
A2 (TXA2) analog (Z)-7-[(1S,3S,4S)-3-[(E,3S)-3-hy-
droxyoct-1-enyl]-5-oxabicyclo[2.2.1]heptan-2-yl]hept-5-
enoic acid (U46619). After washing the initial response to
KCl, pyrogalol or U46619 was added at concentrations titrated
to produce 5 to 15% of the response to KCl (3  106 and 108
M, respectively). After 15 min the concentration-response to
5-HT was performed. Pyrogallol increased the Emax to 5-HT
without changing the pD2 value, and this effect was prevented
by indomethacin (Fig. 7A), mimicking the results in diabetic
rats. On the other hand, U46619 produced a leftward shift of
the curve to 5-HT (increase in pD2) with a nonsignificant
increase in the Emax, and this effect was not prevented by
apocynin (Fig. 7B).
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Fig. 4. Role of 5-HT2A receptors. A, effects of the 5-HT2A receptor antag-
onist ketanserin (107 M) on the vasoconstrictor responses to 5-HT in
endothelium-denuded PA (n 	 5–7). B, calculated pD2 and pKB values for
both endothelium-intact (
E) and endothelium-denuded (E) PA. C,
expression of 5-HT2A receptors in lungs from diabetic rats (d; n 	 8) and
parallel controls (c; n 	 8). , P  0.01 versus control.





































































Fig. 3. PA from diabetic rats are hyper-responsive to 5-HT. A and B,
vasoconstrictor responses induced by 5-HT in endothelium-intact (
E)
PA from diabetic and control rats in the absence (A; n 	 17 and 13,
respectively) or the presence (B; n 	 7 and 5, respectively) of L-NAME
(104 M). C, Emax and pD2 values calculated from data here and in
endothelium-denuded PA (E from Fig. 4A). , P  0.01 versus control.
#, P  0.05; ##, P  0.01, versus 
E.
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Discussion
Despite the well known link between diabetes and sys-
temic cardiovascular disease, the relationship with pulmo-
nary vascular disease has been largely overlooked. In a pre-
vious study, insulin resistance in ApoE(/) mice was
associated with PAH (Hansmann et al., 2007). We found
previously PA endothelial dysfunction, a characteristic fea-
ture of PAH, in rats with type 1 diabetes, and right ventric-
ular hypertrophy was also reported in streptozotocin-treated
rats (Al-Shafei et al., 2002; Lopez-Lopez et al., 2008). Herein,
we show that rats treated with streptozotocin share a num-
ber of pulmonary vascular abnormalities with animal models
and patients with PAH such as down-regulation of BMPR2,
COX-2 induction, up-regulation of 5-HT2A receptors, and vas-
cular hyper-responsiveness to 5-HT in addition to those de-
scribed previously such as endothelial dysfunction and pul-
monary vascular oxidative stress. RVSP and RV/(LV
S) and
PA muscularization were not significantly different in dia-
betic rats compared with nondiabetic controls at 6 weeks,
whereas at 4 months we found a significant increase in
RVSP. This increase was modest, much lower than classic
models of PAH.
Both clinical and experimental forms of PAH are associ-
ated with a decrease in KV currents and diminished pulmo-
nary expression of BMPR2 (Atkinson et al., 2002; Takahashi
et al., 2006; Morty et al., 2007) and KV1.5, KV3.1, and KV2.1
channels (Yuan et al., 1998; Bonnet et al., 2006; Guignabert
et al., 2006). In diabetic animals lung BMPR2 protein was
down-regulated and it has been also reported in diabetic rat
kidneys (Wang et al., 2001). Our data are consistent with the
concept that BMPR2 mutation or down-regulation is a pre-
disposing factor but may not be sufficient for PAH 5-HT
(Long et al., 2006). In contrast, in diabetic rats there was no
significant change in KV currents and KV1.5 expression. This
is consistent with the small, if any, change in both parame-
ters found in the fawn hooded rats, an animal model of
genetic predisposition to PAH, at 20 weeks of age (prehyper-
tensive) (Bonnet et al., 2006).
Hyper-responsiveness to 5-HT in large and small PA rings
is a common feature of animal models of PAH, including
cardiopulmonary bypass-, chronic hypoxia-, intermittent
hypoxia-, or monocrotaline-induced PAH (Brown et al., 1998;
Sato et al., 2000; Keegan et al., 2001; Thomas and Wanstall,
2003; Rodat et al., 2007). We also found a marked increase in
the response to 5-HT in intrapulmonary arteries from dia-
betic rats. Because PAs from BMPR2(
/) mice also exhibit
increased contractile responses to 5-HT (Long et al., 2006) it
seems likely that in the diabetic rats hyper-responsiveness to
5-HT is a consequence of the BMPR2 down-regulation. It is
noteworthy that PAH is not evident in BMPR2(
/) mice but
it does develop after chronic 5-HT infusion, an effect that is
exaggerated under hypoxic conditions (Long et al., 2006).
The increased response to 5-HT was maintained in endo-







































Fig. 6. Role of superoxide. Effects of the superoxide scavenger SOD (100
U/ml) (A) and the NADPH oxidase inhibitor apocynin (3  104 M) (B) on


































































































Fig. 5. Role of COX-2. A and B, effects of the nonselective COX inhibitor
indomethacin (INDO; 105 M) (A) and the COX-2-selective inhibitor
NS-398 (105 M) (B) on the vasoconstrictor responses to 5-HT in endo-
thelium-intact PA (n 	 6). C, Emax and pD2 values calculated from A and
B and in the absence of drug (untreated, calculated from Fig. 3). D,
expression of COX-2 in PA from control (n 	 5) and diabetic (n 	 6) rats.
, P  0.05; , P  0.01, diabetic versus control rats. †, P  0.05,
indomethacin versus untreated.
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dicating that a major component of this phenomenon is not
related to acute release of endothelial vasoactive factors.
However, differences tended to be smaller in endothelium-
denuded compared with intact vessels, suggesting that endo-
thelial dysfunction (Al-Shafei et al., 2002; Lopez-Lopez et al.,
2008) might also play a role. Moreover, it seems to be sec-
ondary to the high blood glucose rather than a direct effect of
streptozotocin because it was reduced by cotreatment with
insulin. On the other hand, the similar potency of ketanserin,
a specific 5HT2A receptor competitive antagonist, on 5-HT
contraction indicates that the responses to 5-HT are medi-
ated mainly by 5HT2A receptors in both control and diabetic
animals. However, a possible additional role for other recep-
tors such as 5-HT1B cannot be ruled out (MacLean et al.,
2000). The overexpression of 5HT2A receptors in diabetic
animals could be responsible for the higher contractile re-
sponse of 5-HT. Nevertheless, this possibility does not ex-
plain the acute reversal by COX inhibitors or reactive oxygen
species (ROS) scavengers as discussed below.
COX-2 protein levels are increased in lungs from rats with
PAH induced by hypoxia (Chida and Voelkel, 1996) or high
pulmonary blood flow (Sato et al., 2000; Lam et al., 2005) and
in hypoxic human PA smooth muscle cells (Yang et al., 2002).
In addition, elevated TXA2 levels have been demonstrated in
several forms of PAH (Christman et al., 1992). Accordingly,
we found increased COX-2 expression in the PA from diabetic
rats. Moreover, streptozotocin-induced diabetes led to an ex-
aggerated lung production of prostaglandin E2, prostaglan-
din F2, and prostaglandin D2 from exogenous arachidonic
acid (Watts et al., 1982). However, whether COX-2 is bene-
ficial or detrimental in PAH is controversial. Thus, inhibition
of COX-2 by celecoxib exhibited beneficial effects against the
development of monocrotaline-induced PAH (Rakotoniaina
et al., 2008). In contrast, hypoxia-induced PAH was exacer-
bated by the celecoxib derivative 4-[5-(4-chlorophenyl)-3-(tri-
fluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl] benzenesulfonamide (SC236)
(Pidgeon et al., 2004) and in COX-2 knockout animals (Cath-
cart et al., 2008; Fredenburgh et al., 2008). Herein, we found
that acute inhibition of COX-2 can prevent the hypercontrac-
tile response to 5-HT in diabetic rats as previously found in
PAH induced by intermittent hypoxia (Thomas and Wan-
stall, 2003) or high pulmonary blood flow (Sato et al., 2000).
These results suggest that a COX-2-derived metabolite is
responsible for the enhanced maximal response to 5-HT. The
fact that the TP receptor agonist U46619 reproduces at least
partially the effect of diabetes suggests that the COX-2 me-
tabolite might be acting on these receptors. Likewise, COX-
2-dependent and endothelium-independent vascular hyper-
responsiveness have also been reported in several systemic
arteries from animal models of type 1 and type 2 diabetes
(Jarajapu et al., 2008; Shi and Vanhoutte, 2008). Moreover,
COX-2 inhibitors and ROS scavengers prevent the vascular
hyper-responsiveness in endothelium-denuded femoral ar-
teries from streptozotocin-induced diabetic rats (Shi and
Vanhoutte, 2008), suggesting that COX metabolites and ROS
are generated in the smooth muscle. In addition, the TP
receptor antagonist terutroban prevented the femoral vascu-
lar hyper-responsiveness to ROS in diabetic animals, sug-
gesting that the COX metabolite is acting via TP receptors
(Shi and Vanhoutte, 2008).
Type 1 and type 2 diabetes are associated with systemic
oxidative stress (Keaney and Loscalzo, 1999; Meigs et al.,
2007). In PA, diabetes induces an increase in superoxide and
up-regulation of p47phox, the regulatory subunit of the super-
oxide-generating enzyme NADPH oxidase, which is involved
in endothelial dysfunction (Lopez-Lopez et al., 2008). The
down-regulation of BMPR2 in diabetic rat kidney was pre-
vented by the antioxidant tiron (Yeh et al., 2009), suggesting
that it was secondary to oxidative stress. In addition, oxida-
tive stress is involved in the exaggerated response to vaso-
constrictors in systemic arteries from diabetic animals (Shi
and Vanhoutte, 2008). Thus, we hypothesized that scaveng-
ing superoxide using SOD or inhibiting its main source using
apocynin, a widely used yet nonselective NADPH oxidase
inhibitor, might also prevent 5-HT hyper-responsiveness. In
fact, both approaches prevented the exaggerated response to
5-HT in diabetic PA without affecting the controls. On the
contrary, exogenous addition of a superoxide-donating drug
such as pyrogallol increased the maximal response to 5-HT in
control PA, mimicking the effects of diabetes.
The relationship of COX-2 and reactive oxygen species is
complex because COX-2 can generate superoxide directly or
indirectly via the release of TXA2 (Cogolludo et al., 2006a;
Shi and Vanhoutte, 2008) and conversely, COX-2 activity can
be stimulated by reactive oxygen species (Garcia-Redondo et
al., 2009). Thus, we questioned what was first in the signal-
ing pathway in diabetic PA COX-2 activity or increased oxi-
dative stress. Our data fit better with the second possibility
because indomethacin prevented the pyrogallol-induced hy-
per-responsiveness to 5-HT in control rats, whereas apocynin
had no effect on U46619-induced sensitization. Taken to-
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Fig. 7. Superoxide and a TXA2 analog enhance 5-HT contractile re-
sponses in PA from control rats. Effects of the nonenzymatic generator of
superoxide pyrogallol (pyrog; 3  106 M) in the absence or presence of
indomethacin (indo; 105 M) (A) and the TXA2 analog U46619 (10
8 M)
(B) in the absence or presence of apocynin (apoc; 3  104 M) on the
vasoconstrictor responses to 5-HT in PA (n 	 4–8). , P  0.01 versus
control.
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derived reactive oxygen species activate its downstream ef-
fector COX-2, leading to the enhanced response to 5-HT. This
is further supported by the up-regulation of the main pro-
teins involved in this pathway, p47phox, COX-2, and 5-HT2A
receptors observed in the diabetic lungs.
In conclusion, consistent with data in humans and animal
models of PAH, in diabetic rats BMPR2 expression was
down-regulated, 5-HT2A receptors, p47
phox and COX-2 were
up-regulated, and PAs were hyper-responsive to 5-HT. This
latter effect was independent of the endothelium and seemed
to be related to NADPH oxidase-induced superoxide produc-
tion and COX-2-derived metabolites. All of these changes
were not sufficient to induce a consistent increase in PA
pressure or PA muscularization. However, a prolonged pe-
riod of diabetes induced an increase in RVSP. Our results
further strengthen the link between diabetes and PAH.
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Abstract
Background: Insulin resistance and obesity are strongly associated with systemic cardiovascular diseases. Recent
reports have also suggested a link between insulin resistance with pulmonary arterial hypertension. The aim of this
study was to analyze pulmonary vascular function in the insulin resistant obese Zucker rat.
Methods: Large and small pulmonary arteries from obese Zucker rat and their lean counterparts were mounted for
isometric tension recording. mRNA and protein expression was measured by RT-PCR or Western blot, respectively.
KV currents were recorded in isolated pulmonary artery smooth muscle cells using the patch clamp technique.
Results: Right ventricular wall thickness was similar in obese and lean Zucker rats. Lung BMPR2, KV1.5 and 5-HT2A
receptor mRNA and protein expression and KV current density were also similar in the two rat strains. In
conductance and resistance pulmonary arteries, the similar relaxant responses to acetylcholine and nitroprusside
and unchanged lung eNOS expression revealed a preserved endothelial function. However, in resistance (but not
in conductance) pulmonary arteries from obese rats a reduced response to several vasoconstrictor agents (hypoxia,
phenylephrine and 5-HT) was observed. The hyporesponsiveness to vasoconstrictors was reversed by L-NAME and
prevented by the iNOS inhibitor 1400W.
Conclusions: In contrast to rat models of type 1 diabetes or other mice models of insulin resistance, the obese
Zucker rats did not show any of the characteristic features of pulmonary hypertension but rather a reduced
vasoconstrictor response which could be prevented by inhibition of iNOS.
Background
Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive
disease of poor prognosis characterized by vasoconstric-
tion of pulmonary arteries (PA) and proliferation of pul-
monary vascular endothelial and smooth muscle cells
leading to increase vascular resistance and right heart
failure with right ventricular hypertrophy as a hallmark
[1,2]. These pathological events are influenced by
genetic predisposition as well as environmental stimuli
[1,3]. Bone Morphogenetic Protein Receptor 2 (BMPR2)
gene mutations have been described in some PAH
patients [4] and diminished expression of its encoded
protein has also been shown in both human and animal
models of PAH [5-8]. Additionally, endothelial dysfunc-
tion and increased 5-HT contractile response have been
reported in PAH [9-11]. Several studies have reported
the involvement of KV channels in controlling mem-
brane potential of pulmonary artery smooth muscle cells
(PASMC) and PA tone [12]. Moreover, it was reported
the role of KV1.5 in the development of PAH as a result
of mutation or downregulation of the channel [13,14].
Obesity and insulin resistance have a worldwide
increasing prevalence. Despite the fact that insulin resis-
tance is strongly associated with systemic cardiovascular
diseases [15,16] the relationship with pulmonary vascu-
lar disease has been almost disregarded [17]. Recent
reports have suggested that insulin resistance might also
be associated with pulmonary hypertension in humans
[18-20] and in the ApoE deficient mice [21]. In rats
with type 1 diabetes, we have recently found pulmonary
endothelial dysfunction associated to increased superox-
ide production and upregulation of the NADPH oxidase
subunit p47phox [8]. The Obese Zucker rat is a well
establish model of obesity and insulin resistance
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associated to systemic vascular dysfunction [22-24].
Nonetheless, the pulmonary vasculature remains
uncharacterized in this model. Therefore, the present
study was designed to analyze the pulmonary markers of
PAH including the pulmonary expression of key pro-
teins of the disease, KV currents, vascular reactivity of
PA, and right ventricular hypertrophy in obese Zucker
rats compared to their lean Zucker littermates.
Methods
Ethics statement
The present investigation conforms to the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (National Institutes
of Health Publication No. 85-23, revised 1996), and the
procedures were approved by our institutional review
board (Comité de Experimentación Animal, Universidad
Complutense, 070208).
Animals, tissues and reagents
On the day of the experiment, male obese Zucker rats
(fa/fa) and their littermates, lean Zucker rats (fa/-) (17-
18 weeks old) were weighed and sacrificed by cervical
dislocation and exsanguination. Pulmonary arteries (PA)
were dissected to obtain conductance and resistance
intrapulmonary arteries. Smooth muscle cells were then
enzymatically isolated from resistance intrapulmonary
arteries [25]. Blood glucose was measured using a clini-
cal glucometer (OneTouch Ultra) and insulin using an
enzyme immunoassay. Hearts were excised, fixed with
formol embedded in paraffin and cut into 1 mm cross
sections, visualized in a microscope, photographed and
analyzed using imageJ (Ver 1.41, NIH, USA). All drugs
were from Sigma (Tres Cantos, Spain).
Vascular reactivity
Resistance (diameter ~0.3-0.5 mm and length ~2 mm)
and conductance (diameter ~1-1.2 mm and length ~3
mm) PA rings were mounted in Krebs solution at 37°C
gassed with a 95% O2-5% CO2 mixture in a wire myo-
graph or in organ chambers respectively. After stretch-
ing to give an appropriate resting tension (equivalent to
30 mm Hg as previously described [25] for resistance or
0.7 g for conductance arteries) each vessel was exposed
to different vasoconstrictor agents to test the vascular
response. The contractile responses were performed by
cumulative addition and expressed as a percentage of
the response to 80 mM KCl. The endothelial function
was estimated by the analysis of the relaxant response
to cumulative addition of acetylcholine (ACh, 10-9-10-
4M) after precontraction with 10-7M phenylephrine in
conductance arteries or with a concentration of pheny-
lephrine titrated to induce a contraction 75% of the
response to KCl. Some experiments were carried out in
the presence of the NOS inhibitor L-NAME. Hypoxia
was induced by bubbling the Krebs solution with 95%
N2-5% CO2 to achieve an oxygen concentration of 3-4%
(24 ± 1 Torr) in the chamber as described [26].
Electrophysiological studies
Membrane currents were recorded using the whole-cell
configuration of the patch clamp technique with an
Axopatch 200B and a analog to digital converter Digi-
data 1322A (Axon Instruments, Burlingame, CA, U.S.A).
pClamp version 9 software was used for data acquisition
and analysis. Cells were superfused with an external Ca2
+-free Hepes solution (2 ml/min) and a Ca2+-free pipette
(internal) solution containing (mmol/L): KCl 110, MgCl2
1.2, Na2ATP 5, HEPES 10, EGTA 10, pH adjusted to 7.3
with KOH. Patch pipettes (2-4 MΩ) were constructed
from borosilicate glass capillaries (GD-1, Narishige
Scientific Instruments, Tokyo, Japan) using a program-
mable horizontal puller. Currents were evoked following
the application of 200 ms depolarizing pulses from -60
mV to test potentials from -60 mV to +60 mV in 10
mV increments [27]. Hypoxia was induced by bubbling
the solution with N2 as described [26].
Protein expression
Whole lungs were homogenated under reducing condi-
tions in the presence of DTT, proteases and phospha-
tases inhibitors. Protein content was determined by Bio-
Rad DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) and equal amounts of proteins were loaded and
subjected to electrophoresis on a SDS-PAGE (7.5-10%)
followed by a transference to a PVDF membrane (Bio-
Rad). Protein expression was quantified using primary
antibodies anti-KV1.5 (Alomone, Israel, 1:200 dilution),
anti-5HT2A (BD Biosciencies, 1:250 dilution), anti- Bone
Morphogenetic Protein Receptor 2 (BMPR2) (BD Bios-
ciencies, 1:250 dilution), anti-eNOS (BD Biosciencies,
1:2500 dilution), anti-iNOS (Santa Cruz, CA, USA, 1:500
dilution), anti-b-actin (Sigma-Aldrich, Spain, 1:5000
dilution) and horseradish peroxidase conjugated second-
ary goat anti-mouse and anti-rabbit antibodies (Santa
Cruz Biotech, CA, USA, 1:10000 dilution). Proteins were
detected using ECL-Plus Western blotting reagents
(Amersham, GE Healthcare, CT, USA) and analyzed
using Quantity One (BioRad).
Real time RT-PCR
Total RNA was isolated and purified from resistance PA
homogenates using RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany) and converted into cDNA using iScript
cDNA synthesis kit (BioRad, Hemel Hempstead, UK).
Real-time PCR was performed using a Taqman system
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) in the Geno-
mic Unit of Universidad Complutense de Madrid. Speci-
fic primers were designed for rat KV1.5 (sense 5’-
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GGAAGAACAAGGCAACCAGA-3’, antisense 5’-AG
CTGACCTTCCGTTGACC-3’), iNOS (sense 5’-TTG
GAGTTCACCCAGTTGTG-3’, antisense 5’-ACATC-
GAAGCGGCCATAG-3’), eNOS (sense 5’-GGTATTT-
GATGCTCGGGACT-3’, antisense 5’-TGTGGTTACA
GATGTAGGTGAACA-3’), BMPR2 (sense 5’-CGGGC
AGGATAAATCAGGA-3’, antisense 5’-CAGGAAAG-
TAAATTCGGGTGA-3’) and b-actin (sense 5’-GCCC
TAGACTTCGAGCAAGA-3’, antisense 5’-TCAGG-
CAGCTCATAGCTCTTC-3’). Data were normalized by
the expression of b-actin.
Statistical analysis
Results are expressed as mean ± s.e.m. Data for Western
blots and RT-PCR were normalized by the expression of b-
actin and expressed as a percentage of the values obtained
in the lean rats. Individual cumulative concentration-
response curves were fitted to a logistic equation. The nega-
tive logarithm of the molar concentration that causes 50%
of the maximum response (pD2) and the maximum
response (Emax) were calculated for each ring. Statistical
analysis was performed by comparing the lean and obese
Zucker groups with an unpaired Student’s t-test. Differences
were considered statistically significant when P < 0.05.
Results
Obese Zucker rats showed a final body weight ~30%
higher than their lean littermates (476 ± 29 vs 364 ± 22
g, respectively, P < 0.01, n = 20 for both groups). Non
fasting blood glucose was not significantly different (128
± 13 vs 106 ± 5 mg/dL, respectively, n = 13 and 12) but
insulin was strongly elevated (3.5 ± 0.2 vs 1.4 ± 0.2 ng/
ml, respectively, n = 7 for both groups).
Heart wall thickness and BMPR2 expression
No significant changes were found in the wall thickness
of the right ventricle (RV), the left ventricle (LV) or the
septum (S) from obese as compared with lean rats (Fig-
ure 1A). The RT-PCR analysis revealed no changes in
mRNA transcription levels of BMPR2 gene in resistance
PA (Figure 1B) and Western blots showed no significant
changes in the whole lung protein expression of BMPR2
or in its heavier precursor (pro-BMPR2) (Figure 1C).
KV currents and KV1.5 lung expression
Similar cell capacitance (17.8 ± 1.1 and 18.4 ± 0.7 pF in
obese and lean rats, respectively), as a measure of the
cell size, and similar KV current density (Figure 2A)
were found in lean and obese PASMC. Moreover,
A B
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Figure 1 Heart wall thickness and BMPR2 expression. (A) Left ventricular (LV), right ventricular (RV) and septal wall thickness from lean (n =
8) and obese (n = 7) Zucker rats. (B) BMPR2 mRNA expression in resistance PA of lean and obese (n = 5) analyzed by RT-PCR and normalized by
b-actin expression. (C) BMPR2 precursor (~115 KDa) and mature (~75 KDa) protein expression from obese and lean Zucker lungs (n = 8)
analyzed by Western blot and normalized by b-actin expression. Results indicate mean ± s.e.m.
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hypoxia induced a similar inhibition of KV currents in
both strains (Figure 2B). In accordance with patch-
clamp data, no changes in KV1.5 mRNA transcription in
resistance PA (Figure 2C) or whole lung protein expres-
sion (Figure 2D) were found in obese as compared to
lean rats.
Endothelial function
The endothelial function was tested in endothelium
intact PA preconstricted with phenylephrine (10-7M in
conductance arteries or a concentration titrated to
induce a contraction 75% of the response to KCl in
resistance PA). Increasing concentrations of ACh
induced a similar relaxant response in obese and lean
rats in conductance arteries (Figure 3A). Resistance
arteries from obese rats required higher concentrations
of phenylephrine to achieve a tone similar to the lean
ones (5 ± 2 · 10-6M vs 7 ± 2 · 10-7M, respectively). The
analysis of the concentration-response curves to ACh
shows that there were not significant changes in the
Emax values between groups in conductance (Emax 53 ±
7 vs 67 ± 9%, respectively) or resistance vessels (Emax 59
± 8 vs 66 ± 4%, respectively). Similarly, the concentra-
tion of ACh required for half-maximal relaxation in
conductance (pD2 values 6.4 ± 0.1 vs 6.2 ± 0.2, respec-
tively) or in resistance vessels (pD2 values 6.1 ± 0.2 vs
5.8 ± 0.2, respectively) was similar in both groups. In
the presence of the NOS inhibitor L-NAME, similar
concentrations of phenylephrine were required to induce
~75% of KCl contraction in arteries from the obese and
lean rats (3 ± 2·10-8M and 2 ± 0.6·10-8M, respectively)
but these concentrations were significantly lower than
those required in the absence of L-NAME. Moreover, in


























































































Figure 2 KV currents and KV1.5 expression. (A) KV current traces recorded in enzymatically isolated PASMC from lean and obese Zucker rats
with depolarizing pulses from -60 mV to +60 mV in 10 mV increments. The current-voltage relationship measured at the end of depolarizing
pulse is shown at the bottom (n = 9) and the membrane capacitance in the inset. (B) Effects of hypoxia on Kv currents in both strains (n = 7).
(C) KV1.5 mRNA expression in resistance PA from lean and obese Zucker rats analyzed by RT-PCR and normalized by b-actin expression (n = 5).
(D) KV1.5 protein expression in whole lung homogenates analyzed by Western blot and normalized by b-actin expression (n = 6). Results indicate
mean ± s.e.m.
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acetylcholine was completely abolished in both strains
(Figure 3D). In addition, no changes were found in the
response to the endothelium-independent vasodilator
sodium nitroprusside in conductance PA (Figure 3B).
Expression of eNOS mRNA in resistance PA (Figure
3C) or eNOS protein in whole lung (Figure 3D) was
also similar in both strains.
Contractile responses in conductance PA
Conductance pulmonary arteries were mounted in organ
chambers to test the contractile response to 80 mM KCl,
phenylephrine and 5-HT. No changes were found in the
responses to the vasoconstrictor agents KCl (80 mM) or
phenylephrine (10-7M) when both groups of rats were
compared (Figure 4A). A similar concentration-response
curve to 5-HT was also obtained in obese and lean rats
(Figure 4B, Emax and pD2 values are shown in Table 1).
Contractile responses in resistance PA
The contractile response to 80 mM KCl in resistance
PA showed a significant reduction in obese compared to
lean rats. Obese rats also evidenced a significant hypore-
sponsiveness to hypoxia, phenylephrine and 5-HT (Fig-
ure 5 and Table 1). We further investigated the
response to the 5-HT2 agonist a-methyl-5-HT. This
agonist also showed reduced vasoconstriction responses
in PA rings from obese rats (Table 1). Western blot ana-
lysis of whole lung homogenates revealed no changes in
the expression of 5-HT2A receptors.
Role of inducible NO synthase
To test the role of NO in the vascular hyporesponsive-
ness observed in resistance PA, the NO synthase inhibi-
tor L-NAME was added on top of the maximal response
to 5-HT. L-NAME induced a further contraction in
both arteries but it was significantly higher in the obese
rats. Therefore, no differences were found in the final
tone induced by 5-HT plus L-NAME when both groups
were compared, i.e. L-NAME restored the vascular
hyporesponsiveness to 5-HT (Figure 6A). Interestingly,
the incubation of the PA ring in the presence of the
iNOS selective inhibitor 1400W prevented the reduced
response to 5-HT observed in the PA from obese rats
and thus the responses were similar in obese and lean
rats (Figure 6B). These results suggest that iNOS might
be a source of the NO responsible of the vascular
hyporesponsiveness in the obese rats. The levels of
iNOS mRNA expression were highly variable in the










































































































Figure 3 Endothelial function and eNOS protein expression. (A) Concentration-response curve to acetylcholine in endothelium intact
conductance PA rings precontracted with phenylephrine 10-7M (left) and resistance PA rings precontracted with phenyleprine to reach a 75% of
KCl contraction with or without L-NAME 10-4 M (right) from lean and obese Zucker rats (n = 4-6). (B) Concentration-response curve to sodium
nitroprusside in conductance PA rings contracted by 5-HT (10-4M) in the presence of L-NAME (10-4M, n = 5). (C) eNOS mRNA levels in resistance
PA analyzed by RT-PCR and normalized by b-actin expression (n = 5) and (D) eNOS protein expression from whole lung homogenated analyzed
by Western blot and normalized by b-actin expression (n = 8). Results indicate mean ± s.e.m.
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resistance PA from both groups and even when a trend
to increased transcription of iNOS mRNA was observed,
the difference did not achieve statistical significance
(Figure 6C). However, we found a significant increase in
iNOS protein expression in resistance pulmonary
arteries from obese rats (Figure 6D).
Discussion
Epidemiological studies show that insulin resistance
appears to be more common in pulmonary
hypertension than in the general population [18]. Simi-
larly, patients with type II diabetes mellitus have signif-
icantly higher prevalence of pulmonary embolism and
pulmonary hypertension independent of coronary dis-
eases, hypertension, congestive hearth failure or smok-
ing [19]. Recent data of our group demonstrated a
marked endothelial dysfunction in PA characterized by
an increase of reactive oxygen species and by an
increased expression of p47phox [8] as well as a
decreased BMPR2 lung expression together with exag-
gerated response of PA to 5-HT (authors unpublished
observations) in rats treated with streptozotocin as an
insulin-dependent diabetes model. Additionally, experi-
mental data demonstrated that ApoE-/- mice on a high
fat diet develop PAH as judged by an elevated right
ventricular systolic pressure and augmented RV/(LV
+S) relation when compared to controls [21]. The aim
of the present study was to further investigate the rela-
tionship between insulin resistance and pulmonary
hypertension. For this purpose we have used a well
established genetic model of obesity and insulin resis-
tance, the obese Zucker rat, characterized by a mis-
sense mutation in the leptin receptor [28] and
associated with several cardiovascular complications
[22,29].
Sustained elevated pulmonary pressure results in com-
pensatory right ventricular hypertrophy and, therefore,
the weight or the wall thickness of the right ventricle
can be used as an indirect index of pulmonary artery
pressure. Increased right ventricular weight compared to
the left ventricle plus the septum weight has been
described in streptozotocin-induced type 1 diabetes [30]
and in insulin resistant ApoE knockout mice [21]. How-
ever, we did not find changes in the left or right ventri-
cular wall thickness in obese Zucker rats as compared
to lean ones. Fredersdorf et al. also reported similar
heart weight in these strains [22]. Additionally, muta-
tions in the BMPR2 or the diminished expression of




































































Figure 4 Vasoconstrictor responses in conductance PA. (A)
Contractile responses to KCl (80 mM, n = 5, left) and phenylephrine
(10-7 M, n = 5, right) in conductance PA from lean and obese Zucker
rats. (B) Serotonin concentration-response curve in conductance PA
from lean and obese Zucker rats. Results indicate mean ± s.e.m.
Table 1 Parameters of the concentration-response curve to vasoconstrictor agonists in isolated conductance and
resistance PA from lean and obese Zucker rats [means ± s.e.m. (n)].
Emax(% of KCl) pD2
Lean Obese Lean Obese
Conductance PA
Phenylephrine 82.6 ± 3.2 (5) 83.7 ± 4.1(5) 8.20 ± 0.03 8.10 ± 0.09
5-HT 64.3 ± 6.5 (5) 64.4 ± 7.2(5) 5.28 ± 0.13 5.02 ± 0.11
a-methyl-5-HT 41.0 ± 9.5 (6) 30.8 ± 6.8(6) 5.32 ± 0.13 5.46 ± 0.12
Resistance PA
5-HT 69.2 ± 7.8 (6) 33.5 ± 9.1 * (6) 5.28 ± 0.10 4.86 ± 0.06 **
5-HT (1400W) 49 ± 7 (6) 58 ± 9 (6) 5.10 ± 0.13 5.24 ± 0.15
a-methyl-5-HT 33.7 ± 8.8 (4) 9.5 ± 3.6 * (4) 5.80 ± 0.11 5.58 ± 0.10
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[4] and from rats with monocrotaline- or hypoxia-
induced PAH [5-7]. Recently we also found a downregu-
lation in the lung expression of BMPR2 in streptozoto-
cin-treated rats (authors unpublished observations);
nonetheless, our RT-PCR analysis revealed no changes
in the BMPR2-mRNA levels of obese as compared to
lean rats. This was further confirmed by Western blot
analysis where the expression of neither BMPR2 nor its
heavier precursor (pro-BMPR2) were significantly
modified.
PAH has been associated with a decrease in PASMC
KV currents and with reduced expression of KV chan-
nels, mainly KV1.5, KV3.1 and KV2.1 [14]. KV1.5 mRNA
and protein expression, KV current density as well as
the inhibitory effects of hypoxia in freshly isolated
PASMC were unchanged in obese as compared to lean
rats. Additionally, PASMC from obese rats showed no
signs of hypertrophy as indicated by the capacitance
data.
Endothelial dysfunction is characterized by a dimin-
ished vasodilator response to acetylcholine due to a
reduced NO release or increase NO metabolism. Insulin
resistant states and diabetes are associated to reduced
endothelium-dependent relaxation and linked to cardio-
vascular events [31-33]. Moreover, endothelial dysfunc-
tion is a key factor in the development of retinopathy,
nephropathy and atherosclerosis in both type 1 and type
2 diabetes [34,35] and also in PAH [36]. However,
endothelial dysfunction is not consistently found in
insulin resistance. In Zucker rats, endothelial function
was impaired in the aorta and several systemic arteries
[37]. In contrast, vascular reactivity and eNOS expres-
sion or phosphorylation were unchanged in hindlimb
arteries [38]. Moreover, endothelial dysfunction was
found in penile arteries but not in coronary arteries
from obese Zucker rats in a single study [32], confirm-
ing the tissue-dependency of this effect. To our knowl-
























































































































Figure 5 Vasoconstrictor responses in resistance PA. (A) Contractile responses of resistance PA induced by KCl (80 mM, n = 8, left), hypoxia
(n = 3, middle) and phenyleprine (10-7 M, n = 3-4, right) in resistance PA from lean and obese Zucker rats. (B) Concentration-response curve to
5-HT (n = 6). (C) Whole lung protein expression of 5-HT2A receptor (n = 8). Results indicate mean ± s.e.m. *, ** denote P < 0.05 and P < 0.01
respectively, obese vs lean.
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analyzed in the context of insulin resistance. In the pre-
sent experiments, the ACh-relaxation curve in conduc-
tance and resistance PA and the eNOS mRNA and
protein expression were similar in obese as compared to
lean rats, indicating a preserved PA-endothelial function
in this model. However, our group has recently reported
endothelial dysfunction in PA of type 1 diabetic rats
associated to increased ROS production and increased
expression of NADPH [8] as well as hyperresponsive-
ness to 5-HT.
In contrast to all the above described similarities
between obese and lean rats, we found differences in the
constrictor response in resistance but not in conduc-
tance PA from obese rats. Resistance PA showed dimin-
ished contractile responses to hypoxia, phenylephrine,
KCl and 5-HT as compared to lean resistance PA, while
similar responses to phenylephrine, KCl or 5-HT were
found in conductance PA. In contrast, in a type 1 rat
model of diabetes decreased responses were found in
conductance but not in small PA [39]. Responses to
vasoconstrictors have been also described to be reduced
in some systemic beds from obese Zucker rats such as
the mesenteric arteries [23] but enhanced in others such
as the penile and coronary arteries [32]. Western blot
analysis revealed no changes in the whole lung expres-
sion of 5-HT2A, ruling out that downregulation of 5-
HT2A could be responsible of the reduced response to
5-HT in resistance PA.
Inducible nitric oxide synthase has emerged as a key
protein in insulin resistance and obesity. Moreover,
iNOS has been directly related to cardiac contractile
dysfunction [40] and in vascular complications derived
from insulin resistance [41,42]. We found that the con-
tractile response to 5-HT was increased by the non
selective NO synthase inhibitor L-NAME much more
effectively in the obese than in the lean rats, suggesting
that increased NO synthesis was responsible for the vas-
cular hyporesponsiveness in the obese rats. Furthermore,
the incubation with selective iNOS inhibitor 1400W













































































Figure 6 Role of iNOS. (A) Constrictor effect of 5-HT (10-4M) and the additional contractile effect of L-NAME (10-4M) on top of the response to
5-HT in resistance PA from lean (n = 7) and obese (n = 6) Zucker rats. (B) Concentration-response curves to 5-HT in the presence of 1400W (10-
5M, n = 6) in resistance PA. (C) iNOS mRNA transcript levels in resistance PA (n = 6), (D) iNOS protein in resistance PA (n = 5 and 6, respectively).
Results indicate mean ± s.e.m. * denotes P < 0.05 (obese vs lean, unpaired t test) and # and ## denote P < 0.05 and P < 0.01, respectively (pre
vs post L-NAME paired t test).
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responsible for this exaggerated NO synthesis. Since
iNOS activity is primarily regulated at a transcriptional
level and that once expressed the enzyme produces
large amounts of NO, we investigated iNOS expression
levels. The levels of iNOS mRNA tended to be higher in
resistance PA from obese rats but differences did not
reach statistical significance due to the high variability
within our experimental samples. However the protein
iNOS expression was significantly higher in obese resis-
tance PA than in lean resistance PA. iNOS upregulation
has also been found in other tissues such as the aorta,
the visceral adipose tissue and the heart in the Zucker
obese rats and other models of insulin resistance
[40,42,43]. There are a large number of studies showing
that increased expression of iNOS induced by lipopoly-
saccharide (LPS) is accompanied by endothelial dysfunc-
tion, as opposed to the present study. Moreover, iNOS
gene deletion or pharmacological inhibition prevents
LPS-induced endothelial dysfunction suggesting a cause-
effect relationship [44]. However, iNOS overexpression
induced by LPS is much larger (e.g. > 10 fold increase)
than in the present study. More importantly, it is perox-
ynitrite (and probably not NO itself) produced in the
reaction of iNOS-derived NO with superoxide which is
responsible for endothelial dysfunction [45]. We have
not measured superoxide or peroxynitrite in resistance
PA, but the lack of endothelial dysfunction suggests that
oxidative stress is not increased in these arteries.
Conclusions
Herein we characterized for the first time the effects of
insulin resistance in the pulmonary circulation of the
obese Zucker rats. Some studies have related insulin
resistance with PAH in humans and in other animal
models but we did not find any of the characteristic fea-
tures related with this pathology in the obese Zucker rat
at the age of 17-18 weeks. However, this rat strain
showed pulmonary vascular hyporesponsiveness in resis-
tance arteries which could be prevented by inhibition of
iNOS.
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Although type 1 and type 2 diabetes are strongly associated with systemic cardiovascular
morbidity, the relationship with pulmonary vascular disease had been almost disregarded
until recent epidemiological data revealed that diabetes might be a risk factor for pulmonary
hypertension. Recent experimental studies suggest that diabetes induces changes in lung
function insufficient to elevate pulmonary pressure. The aim of this study was to assess
the effects of diabetes on the sensitivity to other risk factors for pulmonary hypertension.
We therefore analysed the effects of the combination of diabetes with exposure to moderate
hypoxiaonclassicalmarkersofpulmonaryhypertension.Control (saline-treated)anddiabetic
(70 mg kg−1 streptozotocin-treated) male Wistar–Kyoto rats were followed for 4 weeks and
exposed to normoxia or moderate normobaric hypoxia (14%) for another 2 weeks. Hypoxia,
but not diabetes, strongly reduced voltage-gated potassium currents, whereas diabetes, but
not hypoxia, induced pulmonary artery endothelial dysfunction. Both factors independently
induced pulmonary vascular remodelling and downregulated the lung bone morphogenetic
protein receptor type 2. However, diabetes, but not hypoxia, induced pulmonary infiltration
of macrophages, which was markedly increased when both factors were combined. Diabetes
plus hypoxia induced a modest increase in diastolic and mean pulmonary artery pressure and
right ventricular weight, while each of the two factors alone had no significant effect. The
pattern of changes inmarkers of pulmonary hypertensionwas different formoderate hypoxia
anddiabetes, with no synergic effect except formacrophage recruitment, and the combination
of both factors was required to induce a moderate elevation in pulmonary arterial pressure.
(Received 28 September 2011; accepted after revision 13 January 2012; first published online 13 January 2012)
Corresponding author L. Moreno: Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense
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Pulmonary hypertension (PH) is a syndrome
characterized by elevated pulmonary blood pressure
(Simonneau et al. 2009). Pulmonary hypertension
exhibits a complex pathophysiology, unlikely to be
explained by a single factor (Chan & Loscalzo, 2008;
Rabinovitch, 2008).Mutations in the bonemorphogenetic
protein receptor type 2 (BMPR2) underlie many heritable
and sporadic cases of PH (The International PPH
Consortium et al. 2000), and downregulation of its
expression is also a common feature of several forms of
PH (Atkinson et al. 2002). Inactivation, downregulation
or gene polymorphisms of voltage-gated potassium
(KV) channels have also been implicated (Yuan et al.
1998). Loss of NO bioavailability and the subsequent
endothelial dysfunction is an additional component of
the pathophysiology of PH (Coggins & Bloch, 2007).
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Although type 1 and type 2 diabetes are strongly
associated with systemic cardiovascular morbidity (Rutter
et al. 2005), the relationship with pulmonary vascular
disease has been almost disregarded (Fouty, 2008).
However, recent epidemiological and experimental studies
suggest a link between diabetes and pulmonary arterial
disease (Movahed et al. 2005; Makarevich et al. 2007;
Zamanian et al. 2009). Both type 1 and type 2 diabetes are
associated with a modestly impaired pulmonary function
in a restrictive pattern (van den Borst et al. 2010).
Furthermore, patients with diabetes mellitus type 2 have
significantly higher prevalence of PH that is independent
of coronary artery disease, hypertension, congestive heart
failure or smoking (Movahed et al. 2005; Zamanian et al.
2009). Pulmonary hypertension was also more severe in
patients with chronic obstructive pulmonary disease plus
diabetes mellitus type 2 compared with patients with only
chronic obstructive pulmonary disease (Makarevich et al.
2007). Moreover, maternal diabetes is an independent
risk factor for persistent PH of the newborn (Herna´ndez-
Dı´az et al. 2007). In addition, there is some experimental
evidence linking diabetes with PH. Thus, male apoE−/−
mice on a high-fat diet, an animal model associated with
insulin resistance, developed PH, which was prevented
by the antidiabetic drug rosiglitazone (Hansmann et al.
2007). However, obese Zucker rats, a well-established
model of obesity and insulin resistance associated with
systemic vascular dysfunction, did not show any of the
characteristic features of pulmonary hypertension but
rather a reduced vasoconstrictor response, which could
be prevented by inhibition of inducible nitric oxide
synthase (Moral-Sanz et al. 2011). In rats treated with
streptozotocin, a widely used model of type 1 diabetes, we
found a number of changes in lung protein expression
and pulmonary vascular reactivity characteristic of
clinical and experimental pulmonary hypertension (such
as endothelial dysfunction associated with increased
superoxide production or vascular hyperresponsiveness
to serotonin), but insufficient to elevate pulmonary
pressure (Lopez-Lopez et al. 2008, 2011). Moreover,
these alterations seemed to be secondary to the high
blood glucose rather than being a direct effect of
streptozotocin, because both endothelial dysfunction
and hyperresponsiveness to serotonin were reduced by
cotreatment with insulin (Lopez-Lopez et al. 2011). Right
ventricular hypertrophy has also been found in this model
(Al-Shafei et al. 2002).
We hypothesized that type 1 diabetes could lead to
elevated pulmonary artery (PA) pressure by itself or in
combination with moderate hypoxia. We intentionally
chose a mild level of hypoxia (14% O2; partial
pressure of O2 equivalent to 3700m of altitude),
which per se has modest effects on pulmonary
haemodynamics, to analyse whether diabetes might
increase the ‘hypoxia sensitivity’, as occurs in the fawn-
Table 1. Diabetes, but not moderate hypoxia, induces loss of
body weight
Body weight
(g) on day 0
Body weight (g)
on day 42
Control normoxia 324 ± 14 389 ± 17
Diabetic normoxia 337 ± 19 259 ± 14∗
Vehicle hypoxia 322 ± 13 385 ± 17
Diabetic hypoxia 339 ± 20 243 ± 10∗
hooded rat (Sato et al. 1992) or the endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) knockout mouse (Fagan et al.
1999).Therefore, thepresent studywasdesigned to analyse
the effects of streptozotocin and moderate hypoxia on
PA pressure and pulmonary markers of PH, including
pulmonary vascular remodelling, expression of BMPR2,




The investigation conformswith theGuide for theCare and
Use of Laboratory Animals published by the US National
Institutes of Health (publication no. 85-23, revised 1996),
and the procedures were approved by our institutional
Ethical Committee. Male Wistar–Kyoto (WKY) rats were
used. Rats were randomly divided into a control and
a diabetic group. Diabetes was induced by a single
intraperitoneal injection of 70mg kg−1 streptozotocin
(control animals were injected with saline) and followed
for 6 weeks. Blood glucose was analysed using a clinical
glucometer. Streptozotozin led to increased blood glucose
(>300mg dl−1) and a decrease in body weight by 30–40%
as compared to control animals (Table 1). Four weeks
after streptozotocin treatment, rats were further randomly
assigned to normoxia or moderate normobaric hypoxia
(14 ± 1%) for an additional period of 2 weeks (n = 7
in each group). For this purpose, rats were introduced
in sealed glass cages containing a CO2 absorbent and
ventilated with room air (normoxia) or with a mixture
of N2 and room air. The O2 and CO2 were monitored
in the outflow. This level of hypoxia led to a moderate
but significant increase in blood haematocrit (44 ± 2%
versus 51 ± 2%,P < 0.05)buthadnoeffectonbodyweight
(Table 1).
Pressure measurements
Rats were anaesthetized with 80mg kg−1 ketamine
(Merial, Lyon, France) plus 8 mg kg−1 xylazine (KVP
Pharma und Veterina¨r-Produkte GmbH, Kiel, Germany),
I.P. and ventilated with room air (tidal volume
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9 ml kg−1, 60 breaths min−1, positive end-expiratory
pressure 2 cmH2O). Right ventricular systolic pressure
(RVSP) and systolic, diastolic and mean pulmonary
arterial pressures (SPAP, DPAP and MPAP) were then
measured in open-chest rats with a pressure transducer
via a catheter advanced through the right ventricle into
the PA. It should be noted that the pressure and heart
rate values obtained in anaesthetized open-chest rats may
represent an underestimation of the values in closed-chest
conscious animals.
Lung histology
The right lung was inflated in situ with formol saline
through the right bronchus and embedded in paraffin.
Lung sections were stained with Haematoxylin and
Eosin and Masson trichrome techniques and examined
by light microscopy, and elastin was visualized by
its green autofluorescence. Small arteries (25–300 µm
outer diameter) were analysed in a blinded fashion
and categorized as muscular, partly muscular or non-
muscular as previously described (Meyrick et al. 1978).
The outside diameter (external elastic lamina) and inside
diameter (internal elastic lamina) of pulmonary arteries
were measured using ImageJ (Ver 1.41, NIH, Bethesda,
MD, USA). Five or six vessels with an external diameter
ranging from 25 to 75 µm were analysed from each
individual animal. The medial wall thickness (calculated
as external elastic lamina diameter minus the internal
lamina diameter), the cross-sectional medial wall area
and the total cross-sectional area were calculated. The
following two indices were used to quantify vascular
remodelling: percentage medial wall thickness (medial
wall thickness/internal diameter × 100) and percentage
medial wall area (cross-sectional medial wall area/total
cross-sectional area × 100).
Immunohistochemical analysis
Lung sections were deparaffinized and rehydrated.
Sections were incubated with a sodium citrate buffer
(10mM sodiumcitrate and 0.05%Tween 20, pH 6) at 95◦C
for 20min to retrieve the antigens. Endogenousperoxidase
activity was inhibited with 1% H2O2 in PBS for 20min.
CD68 staining was performed using an anti-CD68 (ED1,
1:500 dilution; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) and ImmunoCruzTM mouse ABC Staining System
(SantaCruz Biotechnology). Sectionswere counterstained
with Haematoxylin. Quantification of the percentage of
CD68-positive cells was performed using ImmunoRatio
(Tuominen et al. 2010)
Vascular reactivity
Intrapulmonary artery rings (2–3mm long,∼0.5–0.8 mm
internal diameter) were dissected and mounted in
Krebs solution under 0.75 g of resting tension in organ
chambers as previously described (Cogolludo et al. 2006).
After equilibration, rings were contracted by 10−7 M
phenylephrine, and concentration–response curves to
acetylcholine (10−9 to 3 × 10−5 M) were performed by
cumulative addition.
KV current recordings
For isolation smooth muscle cells, endothelium-denuded
PA were cut into small segments (2 mm × 2mm) and
placed in Ca2+-free physiological salt solution containing
(inmgml−1): 1 papain, 0.8 dithiothreitol and 0.7 albumin.
Tissues were incubated in this solution at 4◦C for 10min
and thenagitated for 7minutes at 37◦C.Afterwards, tissues
were washed in Ca2+-free physiological salt solution and
disaggregated using a wide-bore, smooth-tipped pipette.
Cells were stored at 4◦C and used within 8 h of isolation.
Membrane currents were recorded using the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique as previously
described (Cogolludo et al. 2006).
Western blot analysis
Pulmonary artery or whole-lung homogenates were run
on SDS-PAGE, and Western blot was performed as
previously described (Moreno et al. 2004) using primary
monoclonal mouse anti-β-actin (Sigma) or anti-BMPR2
antibodies (BD Transduction, Lexington, KY, USA).
Myeloperoxidase activity assay
Myeloperoxidase (MPO) activity was measured in frozen
lung tissue, homogenized and centrifuged. Pellets were
resuspended and subjected to three cycles of freezing
and thawing prior to a final centrifugation step. The
supernatants generated were assayed in triplicate forMPO
activity using kinetic readings over 6min at 460 nm
(10 µl sample with 90 µl reaction buffer containing
50mM potassium phosphate buffer, 0.167mgml−1 of O-
dianisidine dihydrochloride and 0.0006% H2O2).
Statistical analysis
Results are expressed as means ± SEM of measurements.
Statistical analysiswas performedbyone-wayANOVAand
subsequent Dunnett’s post hoc test. The distribution of PA
into muscular, partly muscular and non-muscular was
analysed by a χ2 test. A value of P < 0.05 was considered
statistically significant. The maximal drug effect (Emax)
and the drug concentration producing 50% of the Emax
(EC50) expressed as the negative log molar value (pD2)
were calculated from the curves for each artery.
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Results
Diabetes, but not moderate hypoxia, induces PA
endothelial dysfunction
We have recently shown that diabetes induces PA
endothelial dysfunction secondary to enhanced NADPH
oxidase-derived superoxide production in Sprague–
Dawley rats (Lopez-Lopez et al. 2008). Likewise, diabetes
significantly (P < 0.05) decreased the maximal relaxation
evokedby acetylcholine in isolatedPA inWKYrats (Fig. 1).
In contrast, moderate hypoxia did notmodify the relaxant
effects of acetylcholine. Diabetic plus hypoxic animals
showed similar relaxations to those of normoxic diabetic
animals. Thus, diabetes reduced the Emax from 60 ± 6
to 40 ± 9% in normoxia and from 65 ± 6 to 44 ± 11%
in moderate hypoxia, without significant changes in the
sensitivity of the vessels to acetylcholine (pD2 values of
7.7 ± 0.2, 7.3 ± 0.3, 7.8 ± 0.4 and 7.4 ± 0.2, in control,
diabetic, hypoxic and diabetic plus hypoxic groups
respectively).
KV currents are decreased in moderate hypoxia, but
not in diabetes
In freshly isolated PA smooth muscle cells, membrane
capacitance, an estimate ofmembrane surface, was similar
in the four groups (inset in Fig. 2B). As expected, a
significant decrease in the amplitude of the KV currents
was observed in moderately hypoxic animals (Fig. 2A and
Figure 1. Diabetes, but not moderate hypoxia, induces
endothelial dysfunction
Relaxant effects of the endothelium-dependent vasodilator
acetylcholine (ACh) in PA stimulated with phenylephrine from control,
diabetic, hypoxic and hypoxic plus diabetic WKY rats. ∗Significant
difference (P < 0.05) in the Emax versus normoxic control. Each symbol
represents the mean value ± SEM (n = 5–6).
B). However, diabetes did not produce any significant
effect on the KV currents. Diabetic plus hypoxic animals
showed similar KV currents to those of hypoxic control
animals.
Lung BMPR2 expression is downregulated in diabetes
and hypoxia
As BMPR2 is a key protein involved in PH, we examined
its expression in diabetic lungs and found that BMPR2was
strongly downregulated both by diabetes and bymoderate
hypoxia (Fig. 3).
Figure 2. Moderate hypoxia, but not diabetes, inhibits KV
currents
A, KV currents recorded in isolated PA smooth muscle cells for
depolarization pulses from –60 to +60 mV from a holding potential of
–60 mV from control and diabetic WKY rats exposed to normoxia or
moderate hypoxia. B, current–voltage relationships measured at the
end of the pulse. The inset shows cell capacitance (N and H indicate
normoxia and hypoxia, respectively, while c and d indicate control and
diabetic, respectively). ∗∗P < 0.01 versus normoxic control. Each
column or symbol represents the mean value ± SEM (n = 4–8).
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Histological changes and macrophage infiltration in
lungs in diabetic and hypoxic rats
Small pulmonary arteries (25–300 µm) in lung sections
were classified as muscular, partly muscular and non-
muscular arteries (Fig. 4A). Both diabetes and hypoxia
increased the percentage of muscular arteries, with
a corresponding decrease in partly muscular and
non-muscular arteries. No further increase in arterial
muscularization was found in lungs from diabetic animals
exposed to hypoxia. Likewise, both diabetes and hypoxia
increased the medial wall thickness of pulmonary arteries
(25–75µm), but no additive effect was found with the
combination of both factors. In several sections from
diabetic rats exposed to either normoxia or hypoxia,
there was apparent infiltration of inflammatory cells
(e.g. Fig. 4Bd). Therefore, we analysed the MPO activity
in lung tissue homogenates as a marker of neutrophil
and macrophage parenchymal infiltration. As expected,
diabetes increased MPO activity two- to threefold in
both normoxia and hypoxia (Fig. 5A), while hypoxia
alone had no significant effect. Immunohistochemistry
demonstrated that pulmonary infiltration in diabetic
animals corresponded to CD68-positive macrophages,
and it was markedly increased by exposure to moderate
hypoxia (Fig. 5B and C).
Pulmonary artery pressure and right ventricular
hypertrophy
We found no significant changes in RVSP, SPAP, DPAP
or MPAP or in the ratios of the free wall of the right
ventricle (RV) to body weight (BW) and free wall of the
left ventricle (LV) plus septum (S) to BW in rats exposed to
moderate hypoxia or diabetes (Fig. 6). The Fulton index
[i.e. RV/(LV + S)] was elevated in hypoxia, but not in
diabetes, and the latter reduced heart rate. However, the
combination of hypoxia and diabetes induced a significant
elevation in DPAP or MPAP and RV/BW.
Discussion
Despite the well-known link between diabetes and
systemic cardiovascular morbidity, the relationship with
pulmonary vascular disease has been largely overlooked.
In our study, both diabetes and moderate hypoxia
induced pulmonary vascular remodelling, but had no
significant effect on MPAP pressure. The combination of
both factors was required to elevate MPAP consistently
and induce RV hypertrophy. The effects were moderate
when compared with standard models of PH (e.g.
monocrotaline or 10% O2), which show larger increases
in MPAP and RV hypertrophy and high mortality.
Interestingly, a number of parameters known to be
associated with PH, such as BMPR2 downregulation,
KV current inhibition, inflammation and endothelial
dysfunction, were differently affected by diabetes and
moderate hypoxia.
Mutations in BMPR2 underlie many heritable and
sporadic cases of PH. In addition, both clinical and
experimental formsofPHare associatedwith adiminished
pulmonary expression of BMPR2 (Atkinson et al. 2002;
Takahashi et al. 2006; Morty et al. 2007). Likewise, in
diabetic lungs and those exposed to moderate hypoxia,
BMPR2 protein was downregulated. Moreover, reduced
BMPR2 expression has also been reported in diabetic rat
kidneys (Wang et al. 2001). This altered lung protein
expression preceded the development of elevated PA
pressure, but was associated with PA muscularization.
Diminished BMPR2 expression may lead to a misbalance
towards proliferative processes that could be related to
Figure 3. Diabetes and moderate hypoxia downregulate bone morphogenetic protein receptor type 2
(BMPR2)
Expression of BMPR2 in control and diabetic WKY rats exposed to normoxia or moderate hypoxia measured by
Western blot. Representative blots (A) and averaged densitometric values (B) are shown. ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01
versus normoxic control. Each column represents the mean ± SEM (n = 4–5).
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the increased percentage of muscular arteries found in
diabetic and hypoxic lungs. Our data are consistent with
the concept that BMPR2 mutation or downregulation
is a predisposing factor, but may not be sufficient to
develop PH. Likewise, Bmpr2+/− mice have normal PA
pressurebutdevelopmore severepulmonaryhypertension
after exposure to an additional stimulus, such as
normobaric hypoxia (Long et al. 2006; Frank et al. 2008),
monocrotaline (Song et al. 2005), overexpression of 5-
lipoxygenase (Song et al. 2005) or infusion of 5-HT (Long
et al. 2006).
A decrease in KV currents associated to reduced
expression of KV1.5, KV3.1 and KV2.1 channels has been
found in animal models and humans with PH (Yuan
et al. 1998; Bonnet et al. 2006; Guignabert et al. 2006).
In diabetic rats, there were no significant changes in KV
currents. In contrast, despite the similar haemodynamic
effects, moderate hypoxia induced a strong reduction in
KV currents in both control and diabetic rats. This is
consistent with the KV current attenuation and KV1.5
and KV2.1 downregulation induced by moderate hypoxia,
which occurs even with very short periods of hypoxia
(Hong et al. 2004). Our findings that the profound
suppression of the KV current in moderate hypoxia is
not associated with significant haemodynamic changes
strongly suggest that, as in the case of BMPR2 mutations,
reduction of KV current amplitude is insufficient per se
to cause PH, but may predispose to PH development
Figure 4. Remodelling of pulmonary arteries in diabetic and moderately hypoxic rats
A, percentage of muscular, partly muscular and non-muscular arteries in control and diabetic WKY rats exposed
to normoxia or moderate hypoxia. Between 150 and 200 arteries were analysed from at least five animals in
each group. B, representative photomicrographs (×400, scale bar, 50 µm) of cross-sections of lungs (stained with
Haematoxylin and Eosin) showing muscular arteries from control (a), diabetic (b), hypoxic (c) and diabetic plus
hypoxic WKY rats (d). Inflammatory infiltrate in Bd is indicated by an arrowhead. Percentage medial wall area
(C) and percentage medial wall thickness (D) of small pulmonary arteries (25–75 µm external diameter). Each bar
shows the mean + SEM (n = 18–25 arteries from three or four animals in each group); ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01
versus normoxic control.
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in association with other risk factor(s), such as
diabetes.
As previously described (Lopez-Lopez et al. 2008,
2011), diabetes, but not moderate hypoxia, induced PA
endothelial dysfunction. Diabetic pulmonary endothelial
dysfunction seems to be associated with increased
superoxide production and upregulation of the NADPH
oxidase subunit p47phox (Lopez-Lopez et al. 2008).
Moreover, moderate hypoxia did not lead to further
worsening of endothelial function. The lack of effect of
moderate hypoxia on endothelial function contrasts with
the effect of more severe hypoxia, which is associated with
decreased endothelium-dependent relaxation involving
vascular production of superoxide (Mam et al. 2009).
In an increasing number of studies, recruitment of
non-resident inflammatory cells has been detected in
patients with PH and in animal models of disease (Frid
et al. 2006; Perros et al. 2007; Sanchez et al. 2007; Li
et al. 2011; Vergadi et al. 2011) and has been suggested
as a potential mechanism underlying the development
of PH. Among the inflammatory cells implicated in
PH, those of the monocyte/macrophage lineage have
been correlated with disease more often. Accordingly,
diabetes but not moderate hypoxia, resulted in lung
inflammation that consisted predominantly of CD68-
positive macrophages, which were markedly increased
whenbothdiabetes andmoderatehypoxiawere combined.
Concerning endothelial dysfunction, the lack of effect of
moderate hypoxia on macrophage recruitment contrasts
with the effect of more severe hypoxia, which is associated
with a robust recruitmentof circulating inflammatory cells
in the lung (Frid et al. 2006; Vergadi et al. 2011). However,
our findings correlate with previous studies suggesting
that accumulation of lung macrophages precedes the
development of PH (Lopez-Lopez et al. 2011; Vergadi
et al. 2011) and appears to play a critical role in
the pathogenesis of the disease. Recently, BMPR2 has
been shown to maintain the barrier function of the
pulmonary artery endothelial monolayer, suppressing
leucocyte transmigration (Burton et al. 2011). Thus,
reduced BMPR2 expression may favour the increased
inflammation in diabetic lungs. However, this effect was
Figure 5. Moderate hypoxia potentiates the infiltration of
macrophages in the lungs induced by diabetes
A, myeloperoxidase (MPO) activity (means + SEM) in lung
homogenates from four animals. ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01 versus
normoxic control. Percentage of CD68-positive cells (B) and
representative photomicrographs (×400, scale bar, 50 µm) of CD68
staining from cross-sections of lungs counterstained by Haematoxylin
(C) from control (a), diabetic (b), hypoxic (c) and diabetic plus hypoxic
WKY rats (d). Each bar shows the mean + SEM (n = 6–9 random
sections analysed per animal, from three or four animals in each
group); ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01, ∗∗∗P < 0.001 versus normoxic control;
###P < 0.001 versus normoxic diabetic.
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not observed inmoderately hypoxic animals despite nearly
similar effects on BMPR2, indicating that additional
factors were required.
A recent study has correlated small increases in PA
pressure with a negative impact on survival in the
general population (hazard ratio, 2.73 per 10mmHg),
independently of other known systemic risk factors (Lam
et al. 2009), opening a new exciting field of research.
Thus, we speculate that increased PA pressure might
contribute to the increased cardiovascular events and
Figure 6. Diabetes plus moderate hypoxia increase pulmonary artery pressure (PAP) and induce right
ventricular hypertrophy in WKY rats
A, right ventricular systolic pressure (RVSP). B, systolic, diastolic and mean pulmonary artery pressure (SPAP, DPAP
and MPAP), C, heart rate. D, right ventricular weight relative to body weight (RV/BW), E, left ventricle + septum
weight relative to body weight [(LV + S)/BW)]. F, Fulton index [RV/(LV + S) ratio]. Each column represents the
mean ± SEM in control (c) or diabetic rats (d) in normoxic (open columns; n = 7 and 5, respectively) andmoderately
hypoxic conditions (filled columns; n = 6 and 5, respectively); ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.01 versus normoxic control.
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decreased survival in patients with diabetes (either type 1
or type 2). Moreover, we hypothesized that diabetes
may be an accelerating factor for development of PH.
Therefore, we intentionally chose a mild level of hypoxia
(14% O2, partial pressure of O2 equivalent to 3700m of
altitude), which per se has modest effects on pulmonary
haemodynamics. We anticipated that diabetes might
increase the ‘hypoxia sensitivity’, as in other models of
PH such as the fawn-hooded rat (Sato et al. 1992). In fact,
reduced eNOS activity, as occurs in our diabetic model, is
associated with increased hypertensive response to mild
hypoxia in eNOS+/− and eNOS−/− mice (Fagan et al.
1999). As expected, the effects of diabetes and moderate
hypoxia were synergistic on PA pressures. In addition,
the synergistic effect of diabetes and moderate hypoxia
on the recruitment of macrophages suggests a critical
role for these inflammatory cells in the development
of PH. However, the effects of moderate hypoxia plus
diabetes on other parameters were additive, and diabetes
was unable to induce further alterations in hypoxic rats
on other markers of PH (e.g. medial wall thickness).
Likewise, the increased susceptibility of Bmpr2+/− mice
to hypoxic PH was not accompanied by an increase in
pulmonary vascular remodelling, but was associated with
defective endothelium-dependent vasodilatation (Frank
et al. 2008). However, our data suggest that the PA
endothelial dysfunction induced by diabetes is not further
worsened by moderate hypoxia. The possibility that
LV dysfunction contributes to the increased elevated
pulmonary arterial pressure in diabetic rats cannot be
ruled out. However, the changes in the pattern of lung
protein expression and the greater hypertrophy of the
right ventricle compared with the left ventricle suggest
that elevated pressure is not originated primarily in the
left heart.
Conclusions
Type 1 diabetes mellitus induced pulmonary vascular
abnormalities as part of a systemic vascular disease. These
changes were characteristic of PH, such as endothelial
dysfunction, downregulation of BMPR2, inflammatory
infiltrate and pulmonary vascular remodelling. The
haemodynamic and histological changes of diabetes were
mild, comparable to those of moderate hypoxia, and the
elevated PA pressure and RV hypertrophy only developed
in the presence of diabetes combined with moderate
hypoxia. Therefore, our results further strengthen the link
between diabetes and pulmonary vascular disease. These
findings are consistent with a multifactorial pathogenesis,
where a single factor (i.e. BMPR2 downregulation, KV
inhibition or endothelial dysfunction) is insufficient to
cause PH per se, but may predispose to development of
PH in association with another risk factor.
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